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B schr ibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstel- 
lung eines Tumorzellpraparats zur Immunisierung mit- 
tels heterologer, intakter bispezifischer und/odertrispe- 
zifischer Antikorper sowi© Verwendungen der Produkte 
dieses Verfahrens zur Prophylaxe und Therapie von Tu- 
morerkrankungen, insbesondere zur Induktion einer Tu- 
morimmunitat. 

[0002] Maligne Erkrankungen des Menschen, bei- 
spielsweise Brustkrebs im fortgeschrittenen Stadium, 
haben trotz der Fortschritte der Chemo- und Radiothe- 
rapie in den letzten Jahren noch immer eine auBerst un- 
gunstige Prognose. Eine Heilung dieser Erkrankungen 
ist in der Regel nicht moglich. Es ist daher notwendig, 
neue Behandlungsstrategien zu entwickeln. GroBe 
Hoffnungen werden. dabei auf immuntherapeutische 
Ansatze gesetzt, mittles derer das Immunsystem des 
Patienten dazu gebracht werden soil, den Tumor abzu- 
stoBen. Es ist bekannt, daB auf Tumorzellen tumoras- 
soziierte Antigene vorkommen und daB das Immunsy- 
stem prinzipiell durchaus in der Lage ist, diese zu er- 
kennen und die malignen Zellen anzugreifen. Tumoren 
haben jedoch verschiedene Strategien entwickett, die 
es ihnen erlauben, sich der Immunantwort zu entziehen. 
Dies gelingt ihnen z.B. durch ungenugende Prasentati- 
on vontumorassoziierten Antigenen und/oder durch un- 
zureichende Aktivierung der in der Regel vorhandenen 
tumorspezifischen T-Zellen. 

[0003] Bei etwa 43.000 Neuerkrankungen / Jahr steht 
Brustkrebs an der Spitze der Krebsstatistik fur Frauen 
in Deutschland. Weniger als ein Drittel der Frauen mit 
Lymphknotenbefall bei Diagnose leben 10 Jahre ohne 
Ruckfall. 

[0004] Immuntherapeutische Ansatze beim Mamma- 
Karzinom beschrankten sich bisher auf Methoden zur 
unspezifischen Stimulation wie die Behandlung mit 
BCG oder Levamisot, sowie den Einsatz von LAK- und 
NK-Zellen mit IL-2 (3, 4). Eine Lebensverlangerung 
konnte mit bisher eingesetzten Formen von Immunthe- 
rapie nicht nachgewiesen werden, die Behandlung mit 
BCG war sogar eher nachteilig (3). Nachdem unspezi- 
fische Aktrvierungen von Zellen auch bei anderen Tu- 
morarten wenig Erfolg gehabt haben, sollte nun ver- 
sucht werden, eine spezifische Immunreaktion in Gang 
zu bringen. 

[0005] Fur die Tumortherapie wurden beispielsweise 
T-Zell-redirigierende bispezifische Antikorper verwen- 
det. Diese binden mit einem Bindungsarm an einen T- 
Zell-Rezeptorkomplex und mit dem zweiten Bindungs- 
arm an ein tumorassoziiertes Antigen auf einer Tumor- 
zelle. Durch die daraus resultierende Aktivierung der T- 
Zelle und der raumlichen Nahe der Tumorzelle wird letz- 
tere durch Apoptose-lnduktion bzw. Zytokine wie TNF- 
a oder Perforin zerstort. 

[0006] Aus Blood, 88(12), 1996, 4651-8 ist bekannt, 
daB bispezifische Antikorper operationell gegen tumor- 
spezifische Antigene bei der Leukamiebehandlung ge- 



richtet werden konnen. Hi rbei wurden bestrahlte 
BALB/c (Thy-1 .2+, l-A^-Mause mit C57BL76 Thy-1 .1 (I- 
A b ) BM-Zellen unt r solchen Bedingungen transplan- 
tiert, daB eine Graft-versus-Host-Erkrankung durch mo- 

s noclonale Antikorp r ve minded wurde. Diesen chime- 
ren Mausen wurden entweder 2 x 10 4 Thy-1 .2+, CD3* 
ST-1 -Zellen vom Empfangertyp oder MHC-Klasse ll + (I- 
A d )-BCL1 -Zellen injiziert. Nach vier Tagen wurden die 
Mause mit dem bispezifischen Antikorper G2 (anti-CD3 

10 x anti-Thy-1 .2) oder dem bispezifischen Antikorper BiC 
(anti-CD3xanti-l-A d ) behandelt. Hierdurch wurden aus- 
schlieBlich die Targetarme der bispezifischen Antikor- 
per an die Tumorzellen gebunden und die hematopoe- 
tischen Zellen vom Spendertyp wurden nicht gebunden. 

is im Vergleich mit den parentalen Antikdrpem verringer- 
ten die bispezifischen Antikorper die Mortal rtat durch 
Tumoren signifikant. Wahrend in den Kontrollgruppen 
0% der mit den parentalen Antikorpern behandelten Tie- 
re uberlebten, uberlebten in den mit den bispezifischen 

20 Antikdrper-Gruppen behandelten Mausen 34% bzw. 
83%. 

[0007] Experimental Hematology, 24(9), 1996, 1090, 
Abstract 348 beschreibt, daB bispezifische Antikorper 
in vivo selektiv an Tumoren binden und Tumoren elimi- 
25 nieren konnen. Eine ex vivo-Herstellung eines Tumor- 
zellpraparats mit den Schritten des Anspruchs 1 wird 
nicht beschrieben. 

[0008] Die im Stand der Technik zur Tumortherapie 
verwendeten bispezifischen Antikorper wurden direkt in 
30 die Patienten infundiert. Diese Vorgehensweise weist 
mehrere Nachteile auf: 

Es sind hone Antikorper-Dosen notwendig; 
es konnen gravierende Nebenwirkungen auftreten; 
35 - durch den Tumorbindungsarm konnen die Antikor- 
per bei in vivo-Applikation auch an Normalgewebe 
binden. 

[0009] Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfin- 
40 dung, ein neues Verfahren zur Herstellung eines Tumor- 
zellpraparats bereitzustellen, urn maligne Erkrankun- 
gen des Menschen, insbesondere mit dem Ziel einer Tu- 
morimmunitat, zu therapieren. 

[0010] Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB durch 
45 das im Anspruch 1 naher gekennzeichnete Verfahren 
gelost. Bevorzugte Ausgestaltungen des Verfahrens er- 
geben sich auch aus den UnteransprOchen. 
[001 1] We it ere Anspruche betreffen die Verwendung 
des erfindungsgemaB bereitgesteltten Tumorzellprapa- 
50- rats zur Prophylaxe und Therapie von Tumorerkrankun- 
gen, insbesondere zur Erreichung einer Tumor immuni- 
tat, besonders bevorzugt einer Langzeit-lmmunitat. 
[001 2] Das Endprodukt des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens ist eine pharmazeutische Zubereitung, die Tu- 
55 morzellen und Antikorper enthalt. Diese Tumorzellzube- 
reitung wird erfindungsgemaB zur Prophylaxe und Be- 
handlung von Tumorerkrankungen eingesetzt, um eine 
Tumorimmunitat, bevorzugt eine Langzeit-Tumorimmu- 
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nitat, zu erreichen. 

[001 3] ErfindungsgemaG werden autotoge Tumorzel- 
len mit heterologen bispezifischen und/oder trispezift- 
schen Antikdrpern behandelt, und die so itialteno Tu- 
morzellzusammensetzung wird in den Patienten oder in 
Tiere, aus denen die autologen Tumorzellen isoliert wur- 
den, reinfundiert. 

[0014] Die erfindungsgemaG durchgefuhrten Versu- 
che, insbesondere das hier beschriebene Beispiel 2, 
zeigen, daG eine langanhaltende Tumorimmunitat er- 
reichbar ist. Die in Mausen durchgefuhrten Untersu- 
chungen und die derart erhattenen Ergebnisse konnen 
auch auf Menschen Qbertragen werden. Es ist davon 
auszugehen, daG eine mehrjahrige und damit eine lang- 
andauemde Tumorimmunitat durch die Anwendung der 
durch das erfindungsgemaGe Verfahren hergestellten 
Tumorzellpraparate erreichbar ist. 
[0015] ErfindungsgemaG versteht man unter einer 
Tumorzelle jede Zelle, die durch eine oder mehrere Mu- 
tationen ihre nonmale Funktion verioren oder verandert 
hat und sich unkontrolliert vermehren kann. 
[0016] Die erfindungsgemaG erreichbare Tumorim- 
munitat ist dadurch gekennzeichnet, daG in einem Or- 
gan ism us das kdrpereigene Immunsystem gegen den 
autologen Tumor derart aktiviert wird, daG es zu einer 
dauerhaften Zerstorung und/oder Kontroile des autolo- 
gen Tumors kommt. 

[001 7] ErfindungsgemaG ist jede Art von Tumoren be- 
handelbar, die unter die oben angegebene Definition 
fall Insbesondere therapierbar sind epitheliale Tumo- 
re, Adenokarzinome, Kolonkarzinome, Mammakarzino- 
me, Ovarialkarzinome, Lungenkarzinome und Hals-, 
Nasen- und/oder Ohrentumore. Weiterhin behandelbar 
sind nicht-epitheliala Tumoren wie Leukamien und Lym- 
phome. Weiterhin therapierbar sind virusinduzierte Tu- 
moren, beispielsweise Lebertumore oder Cervixkarzi- 
nome. 

[0018] Mit dem erfindungsgemaGen Verfahren wer- 
den Tumorzellpraparate erhalten, die in Form phanma- 
zeutischer Zubereitungen wieder an den Patienten ver- 
abreicht werden. 

[0019] ErfindungsgemaG werden heterologe intakte 
bispezifische und/oder trispezifische Antikorper ver- 
wendet. Diese werden ex vivo mit zuvor aus einem Pa- 
tienten entnommenen Tumorzellen (autobge Tumorzel- 
len) in Kontakt gebracht. Urn ein Oberleben der Tumor- 
zellen nach Reinfusion zu verhindern, wurden die Tu- 
morzellen vor dem Inkontaktbringen mit den Antikdr- 
pern in an sich bekahnter Weise behandelt, beispiels- 
weise durch Bestrahlung. Die Tumorzellen werden nach 
Bestrahlung mit den intakten heterologen bispezifi- 
schen und/oder trispezifischen Antikdrpern inkubiert. 
ErfindungsgemaG sind nicht beliebige Antikorper ver- 
wendbar, sondern diese mussen intakt sein, d,h. sie 
mussen einen funktionellen Fc-Teil besitzen, und sie 
mussen heterologer Natursein, d.h. die Antikorper sind 
dann aus schweren Immunglobulinketten unterschied- 
licher Subklassen (-Kombinationen, auch Fragmente) 



und/oder Herkunft (Spezies) zusammengesetzt. 
[0020] Diese intakten heterologen bispezifischen 
und/oder trispezifischen Antikorper werden so ausge- 
wahlt, daG sie weiterhin die nachf Igenden Eigenschaf- 
s ten aufweisen: 

a - Binden an eine T-Zelle; 
P - Binden an zumindest ein Antigen auf einer Tu- 
morzelle; 

io y - Binden durch ihren Fc-Teil (bei bispezifischen An- 
tikdrpern) oder durch eine drrtte Spezifitat (bei 
trispezifischen Antikdrpern) an Fc-Rezeptor posi- 
tive Zellen. 

15 [0021] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der 
vorliegenden Erfindung werden bispezifische und/oder 
trispezifische Antikorper eingesetzt, die in der Lage 
sind, die Fc-Rezeptor-positive Zelle zu aktivieren. Hier- 
durch wird die Expression von Cytokinen und/oder co- 
20 stimulatorischen Antigenen iniziiert oder erhdht. 

[0022] Bei den trispezifischen Antikdrpern erfolgt die 
Bindung an die Fc-Rezeptor positiven Zellen bevorzugt 
beispielsweise Qber den Fc-Rezeptor von Fc-Rezeptor 
positiven Zellen oder auch Qber andere Antigene auf Fc- 
25 Rezeptor positiven Zellen (Antigen-prasentierenden 
Zellen), wie z.B. den Mannose-Rezeptor. 
[0023] Nur durch das erfindungsgemaGe Verfahren 
und den Einsatz der hier beschriebenen Antikorper ist 
gewahrleistet, daG nach Verabreichung des nach dem 
30 erfindungsgemaGen Verfahren hergestellten Tumorzell- 
praparats an den Patienten, aus dem die Tumorzellen 
zuvor entnommen wurden, eine Tumorimmunitat aufge- 
baut wird. Die Applikation (Reinfusion) erfolgt bevorzugt 
an einen Patienten nach der Behandlung des Primartu- 
35 mors, bevorzugt bei Patienten in einer minimal residual 
disease (MRD)-Situation. Bei Patienten mit wenig ver- 
bliebenen Tumorzellen, bei denen allerdings die Gefahr 
eines Reztdivs hoch sein kann, wird das erfindungsge- 
maG bereitgestellte Verfahren besonders erfolgreich 
40 anwendbar sein. 

[0024] Durch Anwendung der durch das erfindungs- 
gemaGe Verfahren hergestellten Tumorzellpraparate 
konnen die aus dem Stand der Technik bekannten und 
oben naher beschriebenen Nachteile vermieden wer- 
45 den. 

[0025] Die erfindungsgemaG verwendbaren heterolo- 
gen bispezifischen und/oder trispezifischen Antikorper 
sind zum Teil an sich bekannt, zum Teil werden sie aber 
auch in der vorstehenden Anmeldung zum ersten Mai 
50 beschrieben. Ein Beispiel fur einen bsAk ist der Antikor- 
per anti-CD3 X anti-epcam, der bei epithelialen Tumo- 
ren wie dem Mammacarcinom eingesetzt wird. 
[0026] ErfindungsgemaG werden zwei Verfahrens- 
Varianten unterschieden: 

55 

1. Kurzzeitinkubation, und 

2. Langzeitinkubation 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



3 



5 



EP0 885 614B1 



6 



[0027] Bei der Kurzzeitinkubation werden die autolo- 
gen Tumorzellen mit den intakten heterologen bispezi- 
fischen und/oder trispezifischen Antikorpern fur einen 
Zeitraum von 1 0 Minuten bis 5 Stunden Oder 1 0 Minuten 
bis 3 Stunden Oder weiterhin bevorzugt fur einen Zeit- s 
raum von ca. 15 Minuten bis 2 Stunden, weiterhin be- 
vorzugt fur einen Zeitraum von 1 5 Minuten bis 1 Stunde, 
inkubiert. Die dann mit den Antikorpern beladenen Tu- 
morzellen werden dann zur Reinfusion vorbereitet. 
[0028] Bei der Langzeitinkubation werden die autolo- 
gen Tumorzellen ebenfalls fur einen Zeitraum von ca. 
10 Minuten bis 5 Stunden, bevorzugt fur einen Zeitraum 
von 15 Minuten bis 2 Stunden und weiterhin bevorzugt 
fur einen Zeitraum von 15 Minuten bis 1 Stunde, inku- 
biert, so daB die autologen Tumorzellen mit den Anti- 
korpern beladen werden. AnschlieBend werden hierzu 
Blutzellen des Patienten, bevorzugt mononukleare Zel- 
len aus dem peripheren Blut (PBMC = peripheral blood 
mononucleated cells), zugegeben, und diese Mischung 
wirddann uber einen langeren Zeitraum, beispietsweise 
1 bis 14 Tage lang, bevorzugt 3 bis 10 Tage und weiter- 
hin bevorzugt 6 bis 10 Tage, inkubiert. Alternate hierzu 
konnen in einer weiteren Verfahrensf uhrung die autolo- 
gen Tumorzellen unmittelbar mit den bispezifischen 
und/oder trispezifischen Antikorpern und mit den Blut- 
zellen des Patienten, bevorzugt den mononuklearen 
Zellen aus dem peripheren Blut, in Kontakt gebracht 
werden. Hierdurch wird eine Vielzahl von Immunzellen 
bereits ex vivo gegen den Tumor ■geprimr. Anschlie- 
Bend werden diese in den Patienten reinfundiert. Durch 
die Langzeitinkubation wird auch eine Internalisierung 
der Antikdrper und ihr Abbau erreicht. 
[0029] Erste in vitro-Ergebnisse zeigen, daB durch 
derartig vorbehandelte Immunzellen Tumorzellen ohne 
weitere Zugabe von bispezifischen und/oder trispezifi- 
schen Antikorpern zerstort werden konnen (vgl. Beispiel 

1) 

[0030] Sowohl bei der Kurzzeitinkubation als auch bei 
der Langzeitinkubation werden T-Zellen an die Tumor- 
zellen mittels der an den Tumorzellen immobilisierten 
intakten bispezifischen und/oder trispezifischen Anti- 
kdrper redirigiert; gleichzeitig findet eine Bindung von 
Fc-Rezeptor positiven Zellen an den Fc-Teil des bispe- 
zifischen und/oder trispezifischen Antikdrpers nach 
Reinfusion statt. Dabei werden die Fc-Rezeptor positi- 
ven Zellen durch Bindung an die Fc-Teile von (an der T- 
Zelle bzw. TumorzeHe)immobilisierten intakten bispezi- 
fischen Antikorpern aktiviert. 

[0031] Zur Verbesserung des Immunisierungserfol- 
ges konnen die entweder nach dem Kurzzeit-lnkubati- 
onsverfahren oder nach dem Langzeit-lnkubationsver- 
fahren mit den Antikorpern behandelten Tumorzellen 
nicht nur einmal an den Patienten appliziert, sondern 
wahfweise auch mehrfach verabreicht werden. 
[0032] Auf der Tumorzelle erfolgt eine Hoch regulation 
von MHC 1 , sowie eine Aktivierung der intrazellularen 
Prozessierungsmaschinerie (Proteasom-Komplex) auf- 
grundder Freisetzung von Zytokinen (wie z.B. INF^yund 



TNF-a) in unmittelbar r Nachbarschaft der Tumorzelle. 
Die Zytokin werden aufgrund bispezifischer Antikor- 
pervermittelt r Aktivierung von T-Z lien und akzessori- 
schen Zellen f reigesetzt (siehe Abb. 1 und 3). D.h. durch 
den intakten bsAk w rden nicht nur Tumorzellen zer- 
stort oder phagozytiert, sondern indirekt auch deren Tu- 
morimmunrtat erhoht. 

[0033] Die Aktivierung der Fc-Rezeptor positiven Zel- 
le durch den bsAk ist von der Subklasse bzw. der Sub- 
klassenkpmbination des bsAk abhangig. Wie in in vitro- 
Versuchen nachgewiesen werden konnte, sind bei- 
spietsweise bsAk der Subklassenkombination Maus- 
lgG2a/Ratte-lgG2b in der Lage, an Fc-Rezeptor positi- 
ve Zellen zu binden und diese gleichzeitig zu aktivieren, 
was zur Hochregulation bzw. Neuausbildung (Expressi- 
on) von kostimulatorischen Antigenen, wie z.B. CD40, 
CD80 oder CD86, auf der Zelloberflache dieser Zellen 
fuhrt. Dagegen sind bsAk der Subklassenkombination 
Maus-lgG1/lgG2b zwar in der Lage an Fc-Rezeptor po- 
sitive Zellen zu binden (1 ), konnen diese aber offenbar 
nicht in vergleichbarem MaBe aktivieren (2). 
[0034] Wahrend der intakte bsAk die T-Zeile mit ei- 
nem Bindungsarm (z.B. an CD3 oder CD2) bindet und 
gleichzeitig aktiviert, konnen kostimulatorische Signale 
von der, an den Fc-Teil des bsAk gebundenen Fc-Re- 
zeptor positiven Zelle, an die T-Zelle ubermittelt werden. 
D.h. erst die Kombination von Aktivierung der T-Zelle 
uber einen Bindungsarm des bsAk und der gleichzeiti- 
gen Obertragung von kostimulatorischen Signalen von 
der Fc-Rezeptor positiven Zelle auf die T-Zelle, fuhrt zu 
einer effizienten T-Zellaktivierung (Abb. 1A). Tumor- 
spezifische T-Zellen, die an der Tumorzelle ungenu- 
gend aktiviert wurden und anergisch sind, konnen nach 
der erftndungsgemaBen ex vivo-Vorbehandlung eben- 
falls reaktiviert werden (Abb. 1B). 
[0035] Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Induktion 
einer Tumorimmunitat ist die mogliche Phagozytose, 
Prozessierung und Presentation von Tumorebestand- 
teilen durch die vom bsAk herangefOhrten und aktivier- 
ten akzessorischen Zellen (Monozyten/Makrophagen, 
dendritische Zellen und NK-"Natural Killer'-Zellen). 
Durch diesen klassischen Mechanismus der Prasenta- 
tion von Antigenen konnen sowohl tumorspezifische 
CD4- wie auch CD8-positive Zellen generiert werden. 
Tumorspezifische CD4-Zellen spielen darOberhinaus 
eine wichtige Rolle f Or die Induktion einer humoral en Im- 
munantwort im Zusammenhang mit der T-B-Zell Koope- 
ration. 

[0036] Bispezifische und trispezifische Antikdrper 
konnen mit einem Bindungsarm an den T-Zellrezeptor- 
Komplex der T-Zelle, mit dem zweiten Bindungsarm an 
tumorassoziierte Antigene auf der Tumorzelle binden. 
Sie aktivieren dabei T-Zellen, die durch Freisetzung von 
Zytokinen oder Apoptose-vermittelnde Mechanismen 
die Tumorzellen zerstoren. Daruber hinaus besteht of- 
fenbar die Moglichkeit, daB T-Zellen im Rahmen der Ak- 
tivierung mit bispezifischen Antikorpern tumorspezifi- 
sche Antigene uber ihren Rezeptor erkennen und da- 
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durch eine dauerhafte Immunisierung ingeleitet wird 
(Abb. 1 B). Von besonderer Bedeutung ist dabei der in- 
takt Fc-Teil des bisp zrfischen Oder trispezifischen An- 
tikorpers, der die Bindung an akzessorische Zellen wie 
z.B. Monozyten/Makrophagen und dendritische Zelten $ 
vermittelt und diese veranlaGt selbst zytotoxisch zu war- 
den und/oder gleichzeitig wichtige kostimulatorische St- 
gnale an die T-Zelle werterzugeben (Abb. 1). Auf diese 
Weise kann offensichtlich eine T-Zellantwort u.U. auch 
gegen bislang unbekannte, tumorspezifische Peptide 
induziert werden. 

[0037] Durch Redirektion von u.U. anergisierten, tu- 
morspezifischen T-Zellen an Tumorzellen mittels bispe- 
zifischer und/oder trispezifischer Antikorper bei gleich- 
zeitiger Kostimulation derartiger T-Zellen durch akzes- 
sorische Zellen welche an den Fc-Teil des bispezifi- 
schen Oder trispezifische Antikorpers binden, konnte die 
Anergie von zytotoxischen T-Zellen (CTLs) aufgehoben 
werden. D.h. eine im Patienten gegen den Tumor exi- 
stierende T-Zetl-Toleranz kann mittels intakter heterolo- 
ger bispezifischer und/oder trispezifischer Antikorper 
gebrochen und damit eine dauerhafte Tumorimmunitat 
induziert werden. 

[0038] Fur den letzten Punkt gibt es erste in vivo-Da- 
ten aus Mausversuchen, die auf eine derartige dauer- 
hafte Tumorimmuntat nach Behandlung mit einem syn- 
genen Tumor und intakten bsAk hinweisen. In diesen 
Versuchen flberlebten insgesamt 14 von 14 Tleren, die 
nach einer ersten Tumorinjektion erfolgreich mit bsAk 
behandelt werden konnten, eine weitere Tumorinjektion 
144 Tage nach der ersten Tumorinjektion - ohne eine 
erneute Gabe von bsAk (siehe Beispiet 2). 
[0039] Weitere Vorteile bei der Immunisierung durch 
die Applikation der mittels bispezifischer und/oder tris- 
pezifischer Antikorper hergestellten erfindungsgema- 
6en Tumorzellpraparate sind (i) die Minimierung von 
moglichen Nebenwirkungen, (ii) die kontrollierte Bin- 
dung des Tumorbindungsarms an die Tumorzelle au- 
Berhalb des Korpers und (Hi) ein moglichst geringer Ver- 
brauch von bispezifischen und trispezifischen Antikor- 
pern. Dabei sind grundsatzlich zwei Vorgehensweisen 
moglich, die unten im einzelnen eiiautert werden. Ein 
wichtiger Aspekt bei der Langzeitinkubation ist, daB der 
eingesetzte bispezifische Oder trispezifische Antikorper 
innerhalb der projektierten Inkubationszeit verbraucht 
und abgebaut wird. Damit wflrde f Or eine derartige Im- 
munisierung die langwierige Arznetmittelanmeldung 
entfallen. 

[0040] Die Tumorzellen werden mit den Antikdrpem 
beim Kurzeit- und beim Langzeit-lnkubationsverfahren 
Qber einen Zettraum von 10 Minuten bis 5 Stunden, be- 
vorzugt bis 3 Stunden, weiterhin bevorzugt bis 2 Stun- 
den und noch wetter bevorzugt 1 5 Minuten bis 1 Stunde 
lang inkubiert. Die Inkubation erfolgt bevorzugt bei einer 
Temperatur von 4°C bis 25°C, insbesondere bevorzugt 
bei 4°C bis 10°C. Die Inkubation wird bevorzugt in ste- 
riler Umgebung in gepufferter Kochsalzlosung bei ei- 
nem neutralen pH-Wert durchgefuhrt. Bei der Kurzzeit- 



Inkubation rfolgt anschlieftend unmitt Ibar die Reinfu- 
sion in den Patienten. Beim Langzeit-lnkubationsver- 
fahren werden nach dieser Vorinkubation die mon nu- 
klearen Zellen aus dem peripheren Blut zugegeben und 
zusammen mit den b reits vorinkubierten Tumorzellen/ 
Antikorpem fur einen weiteren Zeitraum von 1 bis 1 4 Ta- 
gen, bevorzugter 3 bis 10 Tagen, weiterhin bevorzugt 6 
bis 10 Tagen, inkubiert. Diese Inkubation erfolgt bevor- 
zugt bei 37°C unter sterilen Bedingungen und unter 
GMP-Bedingungen (Good Manufacturing Production = 
GMP) in einem Brutschrank. Wie waiter oben bereits be- 
schrieben, konnen bei der Langzeit-tnkubation die Blut- 
zellen auch zusammen mit den Tumorzellen und den 
Antikorpem unter geeigneten Bedingungen inkubiert 
werden. 

[0041] Die obengenannten Inkubationsbedingungen 
sind nur beispielhaft zu verstehen. In Abhangigkeit von 
den Tumorzellen und den verwendeten Antikorpem 
konnen auch and ere Zeitraume, Temperaturbedingun- 
gen etc., allgemein andere Inkubationsbedingungen, 
gewahlt werden. Der Fachmann kann durch einfache 
Versuche diese Bedingungen festlegen. 
[0042] Bei der Vorinkubation werden die Tumorzellen 
bevorzugt in einer Menge von 10 7 bis 10 9 Zellen, wei- 
terhin bevorzugt in einer Menge von ca. 10 8 Zellen, ver- 
wendet. Die mononuklearen Zellen aus dem peripheren 
Blut werden bevorzugt in einer Menge von ca. 10 8 bis 
10 10 Zellen zugegeben. Selbstverstandlich ist esfOrden 
Fachmann auch moglich, andere Inkubationsbedingun- 
gen zu wahlen, die durch Laborversuche ermittelt wer- 
den konnen (bspw. Anderungen in der Zellzahl und In- 
kubationsdauer). 

[0043] Die eingesetzten autologen Tumorzellen wer- 
den, urn nach Reinfusion ein weiteres Oberleben der Tu- 
morzellen zu verhindem, bspw. best rah It. Beispielswei- 
se werden y-Strahlen verwendet, die bspw. in einer Do- 
sisstarke von 50 bis 100 Gy eingesetzt werden. 
[0044] Die erfindungsgemaG eingesetzten Antikorper 
sind bevorzugt zur Reakth/ierung von in Anergie befind- 
lichen, tumorspezifischen T-Zellen befahigt. Weiterhin 
sind sie zur Induktion von tumorreaktiven Komplement- 
bindenden Antikorpem und damit zur Induktion einer 
humoralen Immunantwort in der Lage. 
[0045] Die Bindung erfolgt bevorzugt Qber CD3, CD2, 
CD4, CDS, CD6, CDS, CD28 und/oder CD44 an die T- 
Zello. Die Fc-Rezeptor positiven Zellen weisen zumin- 
dest einen Fcy-Rezeptor I, II oder III auf. 
[0046] Erfindungsgemaft einsetzbare Antikorper sind 
zur Bindung an Monozyten, Makrophagen, dendritische 
Zellen, "Natural Kilier'-Zellen (NK-Zellen) und/oder ak- 
tivierte neutrophile Zellen als Fcy-Rezeptor 1 positive 
Zellen befahigt. 

[0047] Die erfindungsgemaB einsetzbaren Antikorper 
bewirken, daG die Expression von CD40, CD80, CD86. 
ICAM-1 und/oder LFA-3 als kostimulatorische Antigene 
oder/und die Sekretion von Zytokinen durch die Fc-Re- 
zeptor positive Zelle initiiert oder erhoht wird. Die Zyto- 
kine sind bevorzugt IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8.IL-12 und/ 
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Ratte-lgG2b/Ratt -lgG2c, 

Maus-lgG2a/Human-lgG3[kaukasische Allotypen 
G3m(b+g) = k in Bindung an Protein A, im folgen- 
s den mit * gekennzeichnet] 

Maus-lgG2a/^Aaus-IVH-CH1 l VL-CL^Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

10 Maus-lgG2a/Ratte-[VH-CH1 , VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-lgG2a^uman-[VH-CH1 l VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

15 

Maus-[VH-CH 1 ,VL-CL]-Human-lgG 1/Ratte-[VH- 
CH1 , VL-CL]-Human-lgG1 -[Hinge]-Human-lgG3*- 
[CH2-CH3] 

20 Maus-[VH-CH1 t VL-CL]-Human-lgG4/Ratte-tVH- 
CH1,VL-CL]-Human-lgG4-[Hinge]-Human-lgG4 
[N-terminale Region von CH2]-Human-lgG3*[C- 
terminale Region von CH2: > AS-Position 251]-Hu- 
man- lgG3*[CH3] 

25 

Ratte-lgG2b/Maus-[VH-CH1 l VL-CL]-Human- 
lgG1-lHinge-CH2-CH3] 

Ratte-lgG2b/Maus-[VH-CH1 t VL-CL]-Human- 
30 lgG2-[Hinge-CH2-CH3] 

Ratte-lgG2b/P^us-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG3-[Hinge-CH2-CH3, orientaler Allotyp] 

35 Ratte-lgG2b/Maus-[VH-CH1 , VL-CL]-Human- 
lgG4-[Hinge-CH2-CH3] 

Hurnan-lgG1/Human-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

40 

Human-lgG1/Ratte-[VH-CH1 , VL-CL]- Human - 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG4[N-terminale Region 
von CH2]-Human-lgG3*[C-terminale Region von 
CH2 : > AS-Position 251]-Human-lgG3*[CH3] 

45 

Human-lgGl/Maus4VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG4[N-terminale Region 
von CH2]-Human-lgG3*[C-terminale Region von 
CH2 : > AS-Position 251]-Human-lgG3*(CH3] 



oder TNF-a. 

[0048] Die Bindung an die T-Zelle erfolgt b vorzugt 
uber den T-2ellRezeptor-Komplex der T-Zelle. 
[0049] Die rfindungsgemaB einsetzbaren bispezrfi- 
schen Antikorper sind bevorzugt: 

ein anti-CD3 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- 
und/oder anti-CD4 X anti-Tumor-assoziiertes Anti- 
gen- und/oder anti-CD5 X anti-Tumor-assoziiertes 
Antigen- und/oder anti-CD6 X anti-Tumor-assozi- 
iertes Antigen- und/oder anti-CD8 X anti-Tumor-as- 
soziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti-Tu- 
mor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD28 X 
anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti- 
CD44 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen-Antikor- 
per ist. 

[0050] Die erfindungsgemaG einsetzbaren trispezifi- 
schen Antikorper sind bevorzugt: 

ein anti-CD3 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- 
und/oder anti-CD4 X anti-Tumor-assoziiertes Anti- 
gen- und/oder anti-CD5 X anti-Tumor-assoziiertes 
Antigen- und/oder anti-CD6 X anti-Tumor-assozi- 
iertes Antigen- und/oder anti-CD8 X anti-Tumor-as- 
soziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti-Tu- 
mor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD2S X 
anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti- 
CD44 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen-Antikdr- 
per. 

[0051] Die erfindungsgemaG einsetzbaren trispezfi- 
schen Antikorper weisen zumindest eine T-Zell-Bin- 
dungsarm, einen Tumorzell-Bindungsarm und einen an 
Fc-Rezeptor positive Zellen bindenden Bindungsarm 
auf. Dieserzuletzt genannte Bindungsarm kann ein anti- 
Fc-Rezeptor-Bindungsarm oder ein Mannose-Rezep- 
tor-Bindungsarm sein. 

[0052] Der bispezifische Antikorper ist bevorzugt ein 
heterologer intakter Ratte/Maus bispezifischer Antikor- 
per. 

[0053] Mit den erfindungsgemaG einsetzbaren bispe- 
zifischen und trispezifischen Antikdrpern werden T-Zel- 
len aktiviert und gegen die Tumorzellen redirigiert Be- 
vorzugt einsetzbare heterologe intakte bispezifische 
Antikorper werden aus einer oder mehreren der nach- 
folgenden Isotyp-Kombinationen ausgewahlt: 

Ratte-lgG2b/Maus-lgG2a, 
Ratte-lgG2b/Maus-lgG2b, so 
Ratte-lgG2b/Maus-lgG3, 

Ratte-igG2b/Human-lgGl , 
Ratte-lgG2b/Human-lgG2, 

Ratte-lgG2b/Human-lgG3[orientaler Allotyp G3m ss 
(st) = Bindung an Protein A], 
Ratte-lgG2b/Human-lgG4, 



Human-lgG1/Ratte-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG2[N-terminale Region 
von CH2]-Human-lgG3*[C-terminale Region von 
CH2 : > AS-Position 251]-Human-lgG3*[CH3] 

Human-lgG1/Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human-lgGI- 
[Hinge]-Human-igG2[N-terminale Region von 
CH2]-Human-lgG3*[C-terminale Region von CH2 : 
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> AS-Position 251]-Human-lgG3*[CH3] 

Human-lgG1/Ratte-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Human-lgG1/Maus-[VH-CH1.VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Human-lgG2/Human-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG2-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Human-lgG4/Human-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG4-[Hinge]-Human-lgG3 # -[CH2-CH3] 

Human-lgG4/Human-lVH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG4-[Hinge]-Human-lgG4[N-terminale Region 
von CH2]-Human-lgG3*[C-terminale Region von 
CH2 : > AS-Position 251]-Human-lgG3*[CH3] 

Maus-lgG2b/Ratte-[VH-CH1 I VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-lgG2b/Human-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
IgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3l 

Maus-lgG2b/Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-[VH-CH1 ) VL-CL]-Human-lgG4/Ratte-[VH- 
CH1,VL-CL]-Human-lgG4-[Hinge]-Human-lgG4- 
[CH2]-Human-lgG3*-[CH3] 

HumanlgG1/Ratte[VH-CH1,VL-CL]-Human-lgG1 
[Hinge]-Human-)gG4-[CH2]-HumanlgG3*[CH3] 

Human!gG1/Maus[VH-CH1,VL-CL]-Hurnan-lgG1 
[Hinge]-Human-lgG4-[CH2]-Human-lgG3*[CH3] 

Hunrian-lgG4/Hurran[VH-CH1 , VL-CL]-Human- 

lgG4-[Hinge]-Human-lgG4-{CH2]-HumanlgG3*- 

[CH3]. 

[0054] Die oben genannten Antikorper sind beispiel- 
haft genannt. Diese und andere erfindungsgemaG ein- 
setzbaren Antikorper konnen vom Fachmann anhand 
von speziellen Techniken hergestsllt werden. Beispiel- 
haft hierfur sind die Literaturstellen (7) bis (11 ) genannt. 
[0055] Insbesondere Greenwood et. at. beschreiben 
die Mdglichkeit, einzelne Immunglobulin-Domanen (z. 
B. CH2) durch geeignete Klonierungstechniken auszu- 
tauschen. Dadurch wird die Technik bereitgestellt, urn 
neue Antikorperkombinationen herzusteilen, wie bei- 
spielhaft in Anspruch 9 beschrieben, z.B.: human-(VH- 
CH1, VL-CL)-human lgG4-(hinge)-human lgG4 (N-ter- 
minale Region von CH2)-human lgG3* (C-terminale Re- 
gion von CH2:> Aminosaureposition 251)-human lgG3* 
(CHS). 

[0056] Die Kombination mit einem Antikorper human 



lgG4 zur Herstellung des bisp ziftschen Antikdrpers: 
human lgG4/human-(VH-CH1, VL-CL)-human lgG4- 
(hinge)-human lgG4 (N-terminal Region von CH2)-hu- 
man lgG3* (C-terminale Region von CH2:> Aminosau- 

5 reposition 251)- human lgG3* (CH3) wird durch einfa- 
che Zellfusion, wie in Lindhofer et al. (J. Immunol. 155: 
219, 1995) beschrieben, herbeigefuhrt. 
[0057] Bei den erfindungsgemaB verwendbaren Anti- 
korpem handelt es sich vorzugsweise um monoklonale, 

io chimare, rekombinante, synthetische, halbsynthetische 
Oder chemisch modifizierte intakte Antikorper mit bei- 
spielsweise Fv- t Fab-, scFv- Oder F(ab)2-Fragmenten. 
[0058] Bevorzugt warden Antikorper Oder Derivate 
Oder Fragmente vom Menschen verwendet Oder solche, 

is die derart verandert sind, daf3 sie sich fur die Anwen- 
dung beim Menschen eignen (sogenannte "humanized 
antibodies') (siehe z.B. Shaiaby et al., J. Exp. Med. 175 
(1992), 217; Mocikat et al., Transplantation 57 (1994), 
405). 

20 [0059] Die Herstellung der verschiedenen oben ge- 
nannten Antikorpertypen und -fragmente ist dem Fach- 
mann gelaufig. Die Herstellung monoklonaler Antikor- 
per, die ihren Ursprung vorzugsweise in Saugetieren, z. 
B. Mensch, Ratte, Maus, Kan inch en oder Ziege, haben, 

25 kann mittels herkommlicher Methoden erfolgen, wie sie 
z.B. in Kohler und Miistein (Nature 256 (1975), 495), in 
Harlow und Lane (Antibodies, A Laboratory Manual 
(1 988), Cold Spring Harbor) oder in Galfre (Meth. Enzy- 
mol. 73 (1981), 3) beschrieben sind. 

30 [0060] Ferner ist es moglich, die beschriebenen Anti- 
korper mittels rekombinante r DIMA-Technologie nach 
dem Fachmann gelaufigen Techniken herzusteilen (sie- 
he KuruczetaL, J. Immunol. 154 (1995), 4576; Hollinger 
et al., Proc. Natl. Acad. Sc. USA 90 (1993), 6444). 

35 [0061] Die Herstellung von Antikorpern mit zwei ver- 
schiedenen Spezifitaten, den sogenannten bispezifi- 
schen Antikorpern, ist zum einen durch Anwendung re- 
kombinanter DNA-Technologie moglich, aber auch 
durch die sogenannte Hybrid-Hybridoma-Fusionstech- 

40 nik (siehe z.B. Miistein et al., Nature 305 (1983), 537). 
Hierbei werden Hybridomazellinien, die Antikorper mit 
jeweils einer der gewunschten Spezifitaten produzie- 
ren, fusioniert und rekombinante Zellinien identiMziert 
und isoliert, die Antikorper mit beiden Spezifitaten pro- 

45 duzieren. 

[0082] Das der Erfindung zugrunde liegende Problem 
kann sowohl durch bispezifische als auch trispezifische 
Antikorper gelost werden, sofern sie die im Anspruch 1 
gekennzeichneten Eigenschaften und Wirkungen auf- 

50 weisen. Nachfolgend wird die Herstellung von Antikor- 
pern mit Zwei- und Dreispezifitaten naher beschrieben. 
Die Bereitstellung derartiger bispezifischer und trispezi- 
fische r Antikorper gehort zum Stand der Technik, und 
auf die derartige Herstellungstechniken beschreibende 

55 Literatur wird hier voll inhaltlich Bezug genommen. 
[0063] Die Herstellung von Antikorpern mit drei Spe- 
zifitaten, sogenannten trispezifischen Antikorpern, 
durch die das der Erfindung zugrundeliegende Problem 
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ebenfalls losbar ist, kann beispielsweise derart erfolgen, 
daB an eine der schweren Ig-Ketten eines bispezifi- 
schen Antikorpers eine drttte Antigenbindungsstelle mit 
iner weiteren Spezifitat, z.B. in Form ines "single 
chain variable fragments" (scFv), angekoppelt wird. Das 
scFv kann beispielsweise uber einen 

-S-S(G 4 S) n D-l-Linker an eine der schweren Ket- 
ten gebunden sein (S = Serin, G = Glycin, D = Aspartat, 
I = Isoleucin). 

[0064] Analog dazu konnen trispezifische Ffabfe- 
Konstrukte hergestellt werden, indem die CH2-CH3-Re- 
gionen der schweren Kette einer Spezifitat eines bispe- 
zifischen Antikorpers ersetzt werden durch ein scFv mit 
einer dritten Spezifitat, wahrend die CH2-CH3-Regio- 
nen der schweren Kette der anderen Spezifitat bei- 
spielsweise durch Einbau eines Stopcodons (am Ende 
der "Hinge"-Region) in das codierende Gen, z.B. mittels 
homobger Rekombination, entf emt werden (siehe Abb. 
5). 

[0065] Mdglich ist auch die Herstellung trispezifischer 
scFv-Konstrukte. Hierbei werden drei VH-VL-Regionen, 
die drei verschiedene Spezifitaten reprasentieren, hin- 
tereinander in Reihe angeordnet (Abb. 6). 
[0066] ErfindungsgemaB werden z.B. intakte bispezi- 
fische Antikdrper verwendet. Intakte bispezifische Anti- 
kdrper sind aus zwei Antikdrper-Halbmolekulen (je eine 
H- und L-lmmunglobulinkette) t die jeweils eine Spezifi- 
tat reprasentieren, zusammengesetzt, und besitzen 
daruber hinaus, wie normale Antikdrper auch, einen Fc- 
Teil mit den bekannten Effektorfunktionen. Sie werden 
bevorzugt durch die Quadrom-Technologie hergestellt. 
Dieses Herstellungsverfahren ist beispielhaft in der DE- 
A-44 19 399 beschrieben. Auf diese Druckschrift, auch 
bzgl. einer Definition der bispezifischen Antikdrper, wird 
zur vollstandigen Offenbarung vollinhaltlich Bezug ge- 
nommen. Selbstverstandlich sind auch andere Herstel- 
lungsverfahren einsetzbar, solange sie zu den erfin- 
dungsgemaB notwendigen intakten bispezifischen An- 
tikdrpern der obigen Definition fuhren. 
[0067] Beispielsweise konnen in einem neu entwik- 
kelten Herstellungsverfahren (6) intakte bispezifische 
Antikdrper in ausreichender Menge produziert werden. 
Die Kombination von 2 bispezifischen Antikorpern ge- 
gen 2 unterschiedliche tumorassoziierte Antigene (z.B. 
c-erb-B2, ep-cam, beispielsweise GA-733-2 = C215) 
auf den Mammakarzinomzellen mintmiert die Gefahr, 
daB Tumorzellen, die nur ein Antigen exprimieren, un- 
erkannt bleiben. 

[0068] Es wurde auch versucht, durch Behandlung 
mit bispezifischen F(ab')2-Fragmenten mit den Spezifi- 
taten anti-c-erb-B2 x antiCD64 eine Tumorimmunitat zu 
erreichen. Der Hauptnachteil von bsF(ab')2-Fragmen- 
ten liegt darin, daB aufgrund der verwendeten Spezifi- 
taten lediglich FcyRI+ Zellen an den Tumor redirigtert 
werden. T-Zellen werden durch diesen bispezifischen 
Antikdrper nicht an den Tumor redirigiert. Die bsF(ab') 
2-Fragmente besitzen zwar auch das Potential zur di- 
rekten Tumorzerstdrung, sind aber nicht in der Lage, 
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selber eine Turn rimmunitat zu etablieren. Dazu ist nur 
die T-Zelle mit ihrem spezifischen T-Zellrezeptor befa- 
higt. Die FC7RI+ Zellen k"nnen zwar indirekt durch Pra- 
sentation von tumorspezifischen Peptiden (uber MHC I 

s bzw. MHCII) nach z.B. Phagozytose von Tumorzellbe- 
standteilen tumorspezifische T-Zellen aktivieren, die Ef- 
fizienz der Induktion einer Tumorimmunitat ist hier aber 
nicht ganz so hoch (nur bei 30% der Patienten). 
Weitere Vorteile von intakten bsAk mit der Fahigkeit zur 

10 Redirektion von T-Zellen gegenuber den o.g. bsF(ab')2 
Fragmenten sind im einzelnen: 

1. An intakte bsAk konnen Fc-Rezeptor positive 
Zellen binden und einerseits Ober ADCC (antibody- 

is dependent cell-mediated cytotoxicity) direkt zur Tu- 
morzerstdrung beitragen sowie andererseits wie 
oben naher ausgefuhrt zur T-Zellaktivierung. 

2. Durch intakte T-Zell-redirigierende bsAk werden 
20 auch anergisierte tumorspezifische T-Zellen an die 

Tumorzelle herangefOhrt, die erfindungsgemaB di- 
rekt am Tumor reaktiviert werden konnen. Dies 
kann durch ein bsF(ab')2-Fragment mit den Spezi- 
fitaten anti-CD64Xanti-tumorassoziiertes Antigen 
25 nicht erreicht werden. 

3. Ein bsF(ab')2-Fragment mit den Spezifitaten anti- 
CD64Xanti-tumorassoziiertes Antigen kann ledig- 
lich eine Tumorimmunitat in 30% der Patienten er- 

30 ztelen, wahrend erfindungsgemaB in Mausversu- 
chen mit T-Zell-redirigierenden intakten bsAk ein 
Schutz in 100% der Tiere erzielt werden konnte. 

[0069] Die Bindung des bsAk an Fcy-RI besitzt zwei 
55 wesentliche Vorteile im Hinblick auf eine optimale anti- 
Tumorwirksamkeit: 

(1 ) Fcy-RI positive Zellen besitzen die Fahigkeit mit- 
tels ADCC Tumorzellen zu eliminieren (11 ) und kdn- 

40 nen insofem synergistisch zur anti-Tumorwirkung 
der durch den bsAk an die Tumorzelle herangef Ohr- 
ten cytotoxischen T-Zellen beitragen (13). 

(2) Fcy-RI positive Zellen (wie z.B. Monozyten/Ma- 
45 krophagen/Dendriten) sind in der Lage, wichtige ko- 

sttmutatorische Signale, ahnlich wie bei der Anti- 
gen -Presentation, der T-Zelle zu liefern und damit 
eine Anergisierung der TrZelle zu verhindem. Wie 
in Abbildung 1 gezeigt konnen weiterhin, als er- 

50 wunschtes Nebenprodukt, aufgrund der durch in- 
takten bsAk vermittelten Interaktion von T-Zelle mit 
akzessorischer Zelle und Tumorzelle sogar T-Zel- 
len, deren T-Zellrezeptor tumorspezifische Peptide 
(uber MHC Antigene auf der Tumorzelle prasen- 

55 tiert) erkennt, stimuliert werden. Die.fur eine korrek- 
te Aktrvierung der T-Zelle notwendigen Kostimuli 
wurde n in dieser Konstellation von der akzessori- 
schen Zelle (z.B. Monocyt) geliefert werden. Inso- 
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fern sol Kg der erfindungsgemafc Antikorper neben 
der direkten T-Zellrezeptor-unabhangigen, durch 
bsAk vermittelten Tumorzerstdrung (Abb.1 A) eben- 
falls tumorspezifische T-Zellen aktivieren und gene- 
rieren (Abb. 1 B), die nach Abbau der bsAk weiterhin s 
im Patienten patrouillieren. D.h. mrttels intakter 
bsAk kann ahnlich wie bet gentherapeutischen An- 
satzen (z.B. durch Einbau von kostimulatorischen 
Antigenen wie B-7 in die Tumorzelie) die Tumorto- 
leranz im Patienten durchbrochen werden. 

[0070] Gunstig in diesem Zusammenhang ist weiter- 
hin, daB die Expression von Fcy-RI hach G-CSF -Be- 
handlung auf den entsprechenden Zellen hochreguliert 
wird. 

[0071] Die Erfindung wurde vorstehend und wird 
nachstehend insbesondere anhand von bispezifischen 
Antikdrpem besch neben. An die Stelle der bispezifi- 
schen Antikorper sind selbstverstandlich aber auch tris- 
pezifische Antikorper einsetzbar, solange sie die ge- 
steltten Bedingungen erfullen. 
[0072] Die Erfindung wurde und wird anhand der bei- 
liegenden Abbildungen naher besch rie ben. Die Abbil- 
dungen zeigen: 

Abb. 1: Die Rolle akzessorischer Zellen bei der Tu- 
mor-lmmuntherapie mittels bispezifischer 
Antikorper 

Abb. 2: Zerstorung von Tumorzellen nach Gabe von 

bispezifischen Antikorpern, nachgewiesen 

im DurchfluBzytometer 
Abb. 3: Induktion von Zytokinen durch intakte bispe- 

zifische Antikorper nur nicht aber durch par- 

entale Antikorper 
Abb. 4: Wirksamkeit des erfindungsgemaBen Ver- 

fahrens in vivo 
Abb. 5: Trispezifische F(ab) 2 -Antik6rper 
Abb. 6: Trispezifischer scFv-Antikdrper 

IMMUNISIERUNGSPROTOKOLLE 

Ex vfvo-lmmunlslerung (Kurzzeitinkubation) 

[0073] 

1. Herstellung einer Einzelzellsuspension (10 7 -10 9 
Zellen) aus autologem Tumormaterial (oder atloge- 
nen Tumrozellen desselben Tumortyps) mit an- 
schlieBender *y-Bestrahlung (50-100 Gy) 

2. Zugabe von bsAk (5-50 u,g) und 45 minGtige In- 
kubation bei 4°C. AnschlieBend Auswaschen von 
ungebundenem Antikorper 

3. Reinf usion des Zellgemisches (i.v.) 
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Ex vivo-lmmunislerung (Langzeltlnkubatlon) 
[0074] 

1. Herstellung einer Einzelzellsuspension (10 7 -10 9 
Zellen) aus autologem Tumormaterial (oder alloge- 
nen Tumorzellen desselben Tumortyps) mit an- 
schlieBender y^Bestrahlung (50-100 Gy) 

2. Zugabe von bsAk (5-50 u,g), 45 min inkubieren 

3. Zugabe von PBMC (10 8 -10 10 ), [alternativ: 1 x 10 9 
Zellen aus T-Zellapherese] 

4. nach 5 bis 7 Tagen Kontrolle der T-Zell-Reaktivi- 
tat durch Transfer von Aliquots auf z.B. altogene 
Brustkrebszellinien (MCF-7, MX-1) 

5. Reinfusion (i.v.) der kultivierten PBMC am Tag 4 
bis 14 in den Patienten (bei T-Zellapherese Kryo- 
konsen/ierung) 

[0075] Abkurzungen: PBMC, peripheral blood mo- 
nonucleated cells = mononukleare Zellen aus dem pe- 
ripheren Blut; i.v., intravenos. 
[0076] Ein ahnlicher aber auf den Zusatz von Zytoki- 
nen angewiesener und mit konventtonellen bsAk (keine 
Aktivterung von akzessorischen Zellen durch bsAk der 
Subklassenkombination Ratte lgG2B X Ratte lgG1) 
durchgefuhrter Ansatz zeigte die prinzipielle Wirksam- 
keit einer derartigen ex vivo-lmmunisierung im Tiermo- 
dell (5). 

[0077] Im Gegensatz dazu liegt der Vorteil des hier 
offengelegten Verfahrens in der "Selbstversorgung" mit 
den fur die Hochregulation von z.B. MHC 1 auf der Tu- 
morzelie benotigten Zytokinen (wie INF^y oder TNF-a) 
durch die gleichzeitige Aktivierung von T-Zellen und ak- 
zessorischen Zellen (Monozyten/Makrophagen, Abb.) 
an der Tumorzelie. Dies wird durch die eingangs er- 
wahnte besondere Subklassenkombination des hier 
verwendeten intakten bsAk erreicht. Bei der Kurzzeitin- 
kubation finden diese Vorgange im Patienten statt. Wei- 
tere Vorteile bei der Kurzzeitinkubation sind (i) Umge- 
hung der sonst notwendigen Kultivierung der Zellsus- 
pension mit serumhattigen Medium, (ti) Damit entfallt 
auch die kosten intensive Kultivierung unterGMP-Richt- 
linien. (iii) Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Vermei- 
dung bzw. Reduzierung von moglichen Nebenwiricun- 
gen durch den bsAk aufgrund der wesentlich geringeren 
Menge an appliziertem Antikorper 
[0078] Vorteil bei der Langzeitinkubation ist t daB der 
bsAk sich in vitro nach einiger Zeit selber verbraucht 
(und somit auch diese Methode nicht als Medikament, 
sonde rn als "medical device" etabliert werden kann). 

BEISPIEL 1 

Bispezifische Antikorper-vermittelte Lyse von Tumor- 
zellen durch alloqene T-Zellen 

[0079] H-LAc78 ist eine Zellinie, die aus einem Hypo- 
pharynxkarzinom etabliert wurde und epcam in hohem 



EP0 885 614 B1 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



9 



17 



EP0 885 614 B1 



18 



MaBe exprimi rt (eigene FACS-Daten). Unter V rwen- 
dungvon H-Lac78 und peripheren, mononuklearen Zel- 
ten (PBMC) aus freiwitligen Spender n konnte man die 
Generierung allogener zytotoxischer T-Lymphozyton 
nachweisen. Hierzu wurden konstante Mengen H- 
Lac78 (2 x 10 4 ) mit unterschiedtichen Mengen PBMCs 
in Gegenwart (1 0 ng) oder Abwesenheit eines bsAk (an- 
ti-epcam X anti-CD3) inkubiert. Nach einem Zeitraum 
von sieben Tagen wurden die PBMCs abgenommen 
und im DurchfluBzytometeranalysiert. Gleichzeitig wur- 
den die Zahl der H-Lac78 Tumorzellen bestimmt. Die 
Aktivierung der T-Zellen laBt sich mikroskopisch an der 
Clusterbildung beobachten, die Proliferation kann an- 
hand des Einbaus von radtoaktiven Thymidin bestatigt 
warden. Der Nachweis verbliebener Tumorzellen wird 
mikroskopisch sowie uber den eprihelialen Marker ep- 
cam gefuhrt, der auf Zelten des peripheren Blutes nicht 
exprimiert wird. Wie in Abb. 2 gezeigt, wurden die H- 
Lac78-Zellen bei Anwesenheit des bsAk vollstandig ly- 
siert, d.h. im DurchfluBzytometer waren nach sieben Ta- 
gen keine epcam positiven Zellen mehr nachweisbar. 
Diese Daten wurden durch den mikroskopischen Ein- 
druck bestatigt. Ohne bsAk war dagegen ein vollstandi- 
ger Rasen von H-Lac78-Zellen in den Wells zu sehen 
und im FACS waren epcam positive Zellen nachweis- 
bar. 

Nachweis aktivierter allospezifischer CTLs per Trans- 
ferexperiment 

[0080] In einem anschliefBenden Transferexperiment 
wurden die mit bzw. ohne bsAk inkubierten PBMCs auf 
neue H-Lac78-Zellen ohne emeute Zugabe von bsAk 
uberfuhrt. Auch hier wurden die Tumorzellen rysiert, und 
zwar ausschlieBlich von den zuvor durch den bsAk ak- 
tivierten PBMC. Die Lyse von H-Lac78 vollzog sich voll- 
standig binnen 24 Stunden bis zu einem Verhaltnis von 
2 PBMC zu 1 H-Lac78-Zellen. Dieses Resultat bedeutet 
die Generierung allospezifischer CTLs ohne die exteme 
Zugabe von lnterleukin-2 (IL-2). Da IL-2 fur die Aktivie- 
rung von T-Lymphozyten essentiell ist, sprechen die 
hier vorgelegten Daten dafur, daB durch die bsAk ver- 
mittelte Aktivierung IL-2 von den T-Zellen selbst produ- 
ziert wird. Die Induktbn der IL-2 mRNA bei Zugabe des 
bsAk konnte anschlieBend durch RT-PCR bestatigt war- 
den, wobei der bsAk den parentalen Ausgangsantikor- 
pern deutltch uberiegen war (Abb. 3). Diese Beobach- 
tung ist insofern von Bedeutung, als IL-2 zwar als anti- 
tumoral wirksames Zytokin beschrieben wurde, eine sy- 
stemische Gabe in entsprechender Konzentration we- 
gen seiner Toxizitat jedoch nur bedingt moglich ist. Die 
GefahrderToxizitat isthingegen bei der lokalen Produk- 
tion von IL-2, wie sie beispielsweise durch intakte bsAk 
induziert wird, nicht gegeben. Da fur die effektive Induk- 
tion von IL-2 (und IL-12) eine Stimulation von T-Zellen 
uber den T-Zell-Rezeptor und CD28 notwendig ist t laBt 
auch dies auf die Bedeutung der Fc-Rezeptor positiven 
Zellen (welche die Liganden fOr CD28: CD80 und CD86 



bereitstellen) bei der Aktivierung der T-Z lien mittels in- 
takter bsAk schlieBen. 

BEISPIEL 2 

5 

[0081] Zur PrOfung der Frage, ob bispezifische Anti- 
korper eine langandauernde Tumorimmunitat induzie- 
ren konnen, wurden C57BL/6 Mausen zunachst 5x10° 
syngene B16 Tumorzellen injiziert Zwei Tage spater 

w wurde eine Gruppe von Mausen (Anzahl 18) mit intak- 
tem, mittels Quadrom-Technologie (6) hergeste litem, 
bsAk behandelt, welcher eine Zielstruktur (ep-cam/ 
C215 = tumorassoziiertes Antigen) auf der Tumorzelle 
sowie CD3 auf T-Zellen erkennt. Eine zweite Gruppe 

is (Anzahl 6) erhielt lediglich eine aquimolare Menge von 
Fab-Fragmenten der beiden im bsAk enthaltenen Spe- 
zifitaten. Wahrend alle Tlere der Fab-Kontrollgruppe in- 
nerhalb von 56 Tagen verstarben oder eingeschlafert 
werden muBten, Qberlebten 14 von 18 mit bsAkbehan- 

20 delten Tie re. 1 44 Tage nach der ersten Injektion von Tu- 
morzellen wurde den ubertebenden 14 Tieren emeut ei- 
ne Dosis von 750 B1 6 Tumorzellen, diesmal ohne Gabe 
von bsAk, injiziert. Zur Kontrolle wurde 5 unbehandelten 
Tieren dieselbe Tumorzellzahl verabreicht. Wahrend 

25 das letzte Tier der unbehandelten Kontrollgruppe 66 Ta- 
ge nach Tumorinjektion eingeschlafert werden muBte, 
Qberlebten alle mit bsAk behandelten Here (Uberwa- 
chungszeitraum: 120 Tage nach zweiter Tumorzell-ln- 
jektion). Siehe auch Abbildung 4A und B: Uberlebens- 

30 kurven der beiden aufeinanderfolgenden, oben be- 
schriebenen, Experimente. 

LITERATUR 

35 [0082] 

1 . Haagen et al., Interaction of human moncyte Fey 
receptors with rat lgG2b, J. Immunolog., 1 995, 1 54: 
1852-1860 

40 

2. Gast G.C., Haagen l.-A., van Houten A.A., Klein 
S. f Duits A. J., de Weger RA, Vroom T.M., Clark M. 
R. t J. Phillips, van Dijk A.J.G., de Lau W.B.M., Bast 
B.J.E.G. CD8 T-cell activation after intravenous ad- 

45 ministration of CE3 X CD19 bispecific antibody in 
patients with non-Hodgkin lymphoma. Cancer Im- 
munol. Immunother. 40: 390, 1995 

3. Tenny, C, Jacobs, S., Stoller, R., Earle, M., and 
50 Kirkwood, J. Adoptive cellualr immunotherapy with 

high-dose chemotherapy and autologous bone 
marrow rescue (ABMR) for recurrent breast cancer 
(meeting abstract). Proc.Annu.Meet.Am.Soc.Clin. 
Oncol; 11: A88, 1992 ISSN: 0736-7589. CO: 
55 PMAODO - 7589 CO, 1 993. 

4. Early Breast Cancer Trialists* Collaborative 
Group, Systemic treatment of early breast cancer 



10 



19 



EP0 885 614 B1 



20 



by hormonal, cytotoxic, or immune therapy - 133 
randomised trials involving 31 000 recurr nces and 
24 000 deaths among 75 000 women. Part II Lancet 
339:71-85, 1992 

5. Guo et al., Effective tumor vaccines generated 
by in vitro modification ot tumor cells with cytokines 
and bispeciftc monoclonal antibodies. Nature Medi- 
cine 3: 451, 1997 

6. Lindhofer et al., Preferential species-restricted 
heavy-light chain pairing in rat-mouse quadromas: 
Implications for a single step purification of bispeci- 
fic antibodies, J. Immunology 1995, 155:219 

7. Bruggemann et al., A MATCHED SET OF RAT/ 
MOUSE CHIMERIC ANTIBODIES: Identification 
and Biological Properties of Rat H Chain Constant 
Regions u, yl, 72a, y2b, e, and a 1 , J. Immunology 
1989, 142:3145. 

6. Routledge et al., A humanized monovalent CD3 
antibody which can activate homologous comple- 
ment, Eur. J. Immunology 1991, 21:2717 

9. Greenwood et al., Structural motifs involved in 
human IgG antibody effector functions, Eur. J. Im- 
munology 1993, 23:1098 

10. Kardinal et al., Genetic stability of gene targeted 
immunogbbolin loci. I. Heavy chain isotype ex- 
change induced by a unhiversal gene replacement 
vector, J. Immunology 1996, 89:309 

11. Kardinal et al., Integration vectors for antibody 
chimerization by homologous recombination in hy- 
bridoma cells, Eur. J. Immunology 1995, 25:792. 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung eines Tumorzellprapa- 
rats zur Immunisierung von Mensch und Tier mit 
den nachfolgenden Schritten: 

a) Isolierung autologer Tumorzellen; 

b) Behandeln der Tumorzellen, urn ihr Uberle- 
ben nach Reinfusion zu verhindem; 

c) Inkubation der so behandelten Tumorzellen 
mit intakten heterologen bispezifischen und/ 
Oder trispezifischen Antikorpern, die die nach- 
folgenden Eigenschaften aufweisen: 

a - Binden an eine T-2elle; 
P - Binden an zumindest ein Antigen auf einer 
Tumorzelle; 

Y- Binden durch ihren Fc-Teil (bei bispezifi- 
schen Antikorpern) oder durch eine dritte 



Spezifitat (bei trispezifisch nAntikdrp rn)an 
Fc-Rezeptor positive Zellen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
s dadurch gekennzeichnet, daB 

die Antikorper so ausgewahlt werden, daB sie zur 
Bindung Fc-Rezeptor positive Zellen befahigt sind, 
die einen Fcy-Rezeptor I, II oder Ml aufweisen. 

10 3. Verfahren nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB 
die, Antikorper zur Bindung an Monozyten, Makro- 
phagen, dendritische Zellen, "Natural Killer" -Zellen 
(NK-Zellen) und/oder aktivierte neutrophil Zellen 

1$ als Fcy-Rezeptor I positive Zellen befahigt sind. 

4. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB 
20 die Antikorper zur Induktion von tumorreaktiven 
Komplement-bindenden Antikorpern und dam it zur 
Induktion einer humoralen Immunantwort befahigt 
sind. 

25 5. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 

gehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB 

die Antikorper so ausgewahlt werden, daB sie uber 

CD2, CD3, CD4, CD5, CD6, CDS, CD28 und/oder 
30 CD44 an die T-Zellen binden. 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB 

35 die Antikorper so ausgewahlt werden, daB nach ih- 
rer Bindung an die Fc-Rezeptor positiven Zellen die 
Expression von CD40, CD80, CD86, ICAM-1 und/ 
oder LFA-3 als kostimulatorische Antigene und/ 
Oder die Sekretion von Zytokinen durch die Fc-Re- 

40 zeptor positive Zelle initiiert oder erhdht wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

die Antikorper so ausgewahlt werden, daB die Se- 
45 kretion von IL-1 , IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-1 2 als Zy- 
tokine und/oder von TNF-a erhdht wird. 

8. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspruche, 

so dadurch gekennzeichnet, daB 

der bispezifische Antikorper so ausgewahlt wird, 
daB er ein anti-CD3 X anti-Tumor-assoziiertes An- 
tigen- und/oder anti-CD4 X anti-Tumor-assoziiertes 
Antigen- und/oder anti-CD5 X anti-Tumor-assozi- 

ss jertes Antigen- und/oder anti-CD6 X anti-Tumor-as- 
soziiertes Antigen- und/oder anti-CD8 X anti-Tu- 
mor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X an- 
ti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD28 
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X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti- 
CD44 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen-Antikor- 
per ist. 

9. Verfahren nach einem Oder mehreren der vorher- 5 
gehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daG 
der bispezifische Antikorper aus einer Oder mehre- 
ren der nachfolgenden Isotykombinationen ausge- 
wahtt wird: *o 



Ratte-I gG 2b/Maus-lgG 2a, 
Ratte-I gG 2b/Maus-l gG 2b, 
Ratte-lgG2b/Maus-lgG3, 
Ratte-lgG2b/Human-lgG1 , 
Ratte-lgG2b/Human-lgG2 f 
Ratte-lgG2b/Human-lgG3[orientaler Allotyp 
G3m(st) = Bindung an Protein A], 
Ratte-lgG2b/Human-lgG4, 



Maus-lgG2a^=latte-tVH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-lgG2a^uman-[VH-CH1,VL-CL]-Hu- 
man-lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human-lgG1/Ratte- 
[VH-CH 1 , VL-CL]-Human-lgG 1 -[Hinge]-Hu- 
man-lgG3*-{CH2-CH3] 

Maus-[VH-CH1 , VL-CL]-Human-lgG4^atte- 
tVH-CH1,VL-CL]-Human-IgG4-[Hinge]-Hu- 
man-igG4[N-terminale Region von CH2)-Hu- 
man-lgG3*[C-terminale Region von CH2: > 
AS-Position 251]-Human- lgG3*[CH3] 

Ratte-lgG2b/Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG1-[Hinge-CH2-CH3] 

Ratte-lgG2b/Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG2-[Hinge-CH2-CH3] 

Ratte-lgG2b/Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG3-[Hinge-CH2-CH3, orientaler Allotyp] 

Ratte-lgG2b/Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG4-[Hinge-CH2-CH3] 
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Ratte-lgG2b/Ratte-lgG2c, 

Maus-lgG2a/Human-lgG3[kaukasische Alloty- 
pen G3m(b+g) = keine Bindung an Protein A, 
im folgenden mit * gekennzeichnet] 25 

Maus-lgG2a/Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG1-(Hinge]-Human-lgG3*-(CH2-CH3] 



30 
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man-lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-(CH2-CH3] 

Human-lgGVRatte-IVH-CHI.VL-Cy-Human- 
IgG 1 -{Hinge]-Human-lgG4[N-terminale Regi- 
on von CH2]-Human-lgG3*[C-terminale Regi- 
on von CH2 :> AS-Position 251]-Human-|gG3* 
[CH3] 

Human-lgG1/Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG1-{Hinge]-Human-lgG4[N-terminale Regi- 
on von CH2]-Human-lgG3*[C-terminale Regi- 
on von CH2 : > AS-Position 251 ]-Human-lgG3* 
[CH3] 

Human-lgG1/Ratte-{VH-CH1,VL-CL]-Human- 
IgG 1 -[Hinge]-Human-lgG2[N-terminale Regi- 
on von CH2]-Human-lgG3*[C-terminale Regi- 
on von CH2 : > AS-Position 251]-Human-lgG3* 
[CH3] 

Human-lgG1/Maus-[VH-CH1 , VL-CL]-Human- 
IgG 1 -{Hinge]-Human-lgG2[N-terminale Regi- 
on von CH2]-Human-lgG3*[C-terminale Regi- 
on von CH2 : > AS-Position 251 J-Human-lgG3* 
[CH3] 

Human-IgG 1 /Ratte-[ VH-CH 1 , VL-CL]-H uman- 
IgG 1 -{Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Human-lgG1/Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG1-tHinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Hunrian-lgG2/Human-[VH-CH1 ,VL-CL]-Hu- 
man-lgG2-[Hinge]-Human-igG3*-[CH2-CH3] 

Human-lgG4/Human-[VH-CH1 ,VL-CL]-Hu- 
man-lgG4-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Human-lgG4/Human-[VH-CH1 ,VL-CL]-Hu- 
man-lgG4-[Hinge]-Human-lgG4[N-terminale 
Region von CH2]-Human-lgG3*[C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251]-Human- 
lgG3*[CH3] 

Maus-lgG2b/Ratte-[VH-CH1 .VL-CL]- Human- 
IgG 1 -{Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-lgG2b/Human-tVH-CH1 ,VL-CL]-Hu- 
man-lgG1-[Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

^4aus-lgG2b/Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
lgG1-{Hinge]-Human-lgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-[VH-CH1,VL-CL]-Human-lgG4/Ratte- 

[VH-CH1,VL-CL]-Human-lgG4-[Hinge]-Hu- 

man-lgG4-[CH2]-Human-lgG3*-[CH3] 



Human-igG1/Human-[VH-CH1,VL-CL]-Hu- 



HumanlgG1/Ratte[VH-CH1,VL-CL]-Human- 
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lgG1[Hinge]-Human-lgG4-[CH2]-HumanlgG3* 
[CH3] 

HumanlgGt/MausfVH-CHI.VL-CLl-Human- 
I gG 1 [ Hinge]-H uman-l gG4-[C H2]-Human- 
lgG3*[CH3] 

Human-lgG4/Human[VH-CH1 , VL-CL]-Hu- 
man-l gG4-[H inge]-H uman-l gG4-[CH2]- 
HumanlgG3*-[CH3] 

10. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB 

der bispezif ische Antikorper aus einem heterologen 

Ratte/Maus bispezif ischen Antikorper ausgewahlt 

wird. 

11. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
der trispezif ische Antikorper einen T-Zell-Bindungs- 
arm, einen Tumorzell-Bindungsarm und eine dritte 
Spezifitat zur Bindung an Fc-Rezeptor positive Zel- 
len besitzt. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

der trispezif ische Antikorper so ausgewahlt wird, 
daB er ein anti-CD3 X anti-Tumor-assoziiertes An- 
tigen- und/oder anti-CD4 X anti-Tumor-assoziiertes 
Antigen- und/oder anti-CD5 X anti-Tumor-assozi- 
iertes Antigen- und/oder anti-CD6 X anti-Tumor-as- 
soziiertes Antigen- und/oder anti-CD8 X anti-Tu- 
mor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X an- 
ti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD28 
X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti- 
CD44 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen-Antikor- 
per ist. 

13. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
im Schritt c) nach Inkubation der Tumorzellen mit 
intakten heterologen bispezifischen und/oder tris- 
pezifischen Antikorpern die mil den Antikorpern be- 
ladenen Tumorzellen zur Reinfusion vorbereitet 
werden (Kurzzeitinkubation). 

14. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspru- 
che 1 bis 12, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
im Schritt c) die Inkubation der Tumorzellen mit den 
Antikorpern zusammen mit mononuklearen Zellen 
aus dem peripheren Blut (PBMC = peripheral blood 
mononucleated cells) erfolgt oder nach Inkubation 
der Tumorzellen mit den Antikorpern die mononu- 
klearen Zellen zugegeben werden und die Inkuba- 



tion fortgesetzt wird (Langz itinkubation). 

15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, 
dadurch gekennzeichnet, daB 

s die Tumorz lien mit den Antikorpern fur in n Zeit- 
raum von 10 Minuten bis 5 Stunden inkubiert wer- 
den. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, 
10 dadurch gekennzeichnet, daB 

die Inkubation der Tumorzellen mit den Antikorpern 
fur einen Zeitraum von 15 bis 120 Minuten, bevor- 
zugt 15 bis 60 Minuten, erfolgt. 

is 17. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspruche 14 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, daB die mononuklearen 
Zellen aus dem peripheren Blut zusammen mit den 
Tumorzellen und den Antikorpern fur einen Zeit- 

20 raum von 1 bis 1 4 Tagen, bevorzugt 3 bis 10 Tagen 
und weiterhin bevorzugt 6 bis 10 Tagen inkubiert 
werden. 



25 
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18. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die mononuklearen Zellen aus dem peripheren Blut 
in einer Menge von ca. 10 8 bis 10 10 Zellen zugege- 
ben werden. 

19. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die Tumorzellen in einer Menge von 1 0 7 bis 1 0 9 Zel- 
len, bevorzugt ca. 10 8 Zellen, zugegeben werden. 

20. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 
gehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB 
die bispezifischen und/oder trispezifischen Antikor- 
per in einer Menge von 2 bis 100 ug, bevorzugter 5 
bis 70 u.g, insbesondere bevorzugt 5 bis 50 u,g zu- 
gegeben werden. 



45 21. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 

gehenden Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, daB 

die Behandlung der Tumorzellen im Schritt b durch 

Bestrahlung, bevorzugt durch Y-Bestrahlung, wei- 
50 terhin bevorzugt in einer Dosisstarke von 50 bis 100 

Gy, oder durch chemi sche Substanzen, bevorzugt 

Mitomycin C, erfolgt. 

22. Verfahren nach einem oder mehreren der vorher- 
55 gehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
daB die intakten heterologen bispezifischen und/ 
oder trispezifischen Antikorper so ausgewahlt wer- 
den, daB sie zur Aktivierung Fc-Rezeptorpositiver 
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Zelle befahigt sind, wodurch die Expression von Cy- 
tokinen und/oder co-stimulatorischen Antigenen in- 
itiiertoder rhohtwird. 

23. Verwendung der nach einem Verfahren nach einem 
oder mehreren der vorhergehenden AnsprQche 
hergestellten Tumorzellpraparate zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Prophylaxe und Behand- 
lung von Tumorerkrankungen, 

24. Verwendung nach Anspruch 23 zur Herstellung ei- 
nes Arzneimittels zur Induktion einer Tumorimmu- 
nitat. 

25. Verwendung der nach einem Verfahren nach einem 
oder mehreren der vorhergehenden AnsprQche 
hergestellten Tumorzellpraparate zur Herstellung 
eines Arzneimittels zur Reinf usion in den Patienten 
oder das Tier, aus dem die autologen Tumorzellen 
entnommen wurden. 

26. Pharmazeutische Zubereitung, enthaltend das 
nach einem Verfahren nach einem oder mehreren 
der vorhergehenden AnsprQche erhaltliche Tumor- 
zellpraparat, wahlweise zusammen mit werteren, 
an sich ublichen Hills- und/oder Tragerstoffen. 



Claims 

1 . A method for the preparation of a tumour cell prep- 
aration for the immunization of humans and animals 
comprising the following steps of: 

a) isolating autologous tumour cells; 

b) treating the tumour cells to prevent the sur- 
vival thereof following re infusion; 

c) incubating the thus treated tumour cells with 
intact heterologous bispecific and/or trispecific 
antibodies showing the following properties: 

a - binding to a T cell; 
p - binding to at least one antigen on a tu- 
mour cell; 

y - binding, by their Fc portion (in the case 
of bispecific antibodies), or by a third 
specificity (in the case of trispecific anti- 
bodies) to Fc receptor-positive cells. 

2. A method according to claim 1 , 
characterized in that 

said antibodies are selected so that they are capa- 
ble of binding Fc receptor-positive cells having a Fey 
receptor I, II, or III. 

3. A method according to claim 2, 
characterized in that 

said antibodies are capable of binding to mono- 



cytes, macrophages, dendritic cells, "natural killer" 
cells (NK cells) and/or activated neutrophils being 
Fey r ceptor l-positive cells. 

s 4. A method according to one or more of the preceding 
claims, 

characterized in that 

said antibodies are capable of inducing tumour-re- 
active complement-binding antibodies and thus in- 
fo ducing a humoral immune response. 

5. A method according to one or more of the preceding 
claims, 

characterized in that 
is said antibodies are selected to bind to the T cells 
via CD2, CD3, CD4, CDS, CD6, CDS, CD28 and/or 
CD44. 

6. A method according to one or more of the preceding 
20 claims, 

characterized in that 

said antibodies are selected so that following their 
binding to the Fc receptor-positive cells the expres- 
sion of CD40, CD80, CD86, ICAM-1 and/or LFA-3 
25 as co-stimulatory antigens, and/or secretion of cy- 
tokins by the Fc receptor-positive cell is initiated or 
increased. 

7. A method according to claim 6, 
30 characterized in that 

said antibodies are selected so that the secretion of 
IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12beingcytokins and/ 
or of TNF-a is increased. 

35 8. A method according to one or more of the preceding 
claims, 

characterized in that 

said bispecific antibody is selected to be an anti- 
CD3 X anti-tumour-associated antigen antibody 

40 and/or anti-CD4 X anti-tumour-associated antigen 
antibody and/or anti-CD5 X anti-tumour-associated 
antigen antibody and/or anti-CD6 X anti-tumour-as- 
sociated antigen antibody and/or anti-CD8 X anti- 
tumour-associated antigen antibody and/or anti- 

45 002 X anti-tumour-associated antigen antibody 
and/or anti-CD28 X anti-tumour-associated antigen 
antibody and/or anti-CD44 X anti-tumour-associat- 
ed antigen antibody. 

so -g. A method according to one or more of the preceding 
claims, 

characterized in that 

said bispecific antibody is selected from one or 
more of the following isotype combinations: 

55 

rat-lgG2b/mouse-lgG2a, 
rat-lgG2b/mouse-lgG2b, 
rat-lgG2b/mouse-lgG3; 
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rat-lgG2b/human-lgG 1, 
rat-lgG2b/human-lgG2, 
rat-lgG2b/hunnan-lgG3 [oriental allotype G3m 
(st) = binding to protein A], 
rat-lgG2b/human-lgG4; 

rat-lgG2b/rat-lgG2c; 

mous e-l gG2a/h uman-l gG 3[caucas ian al lo- 
types G3m(b+g) = no binding to protein A, in 
the following indicated as *] 

mouse-lgG2a/mouse-[VH-CH1,VL-CL]-hu- 
man-lgG1-[hinge]-human-lgG3*-[CH2-CH3] 

mouse-lgG2a/rat-[VH-CH1 I VL-CL]-human- 
lgG1-[hinge]-human-lgG3*-[CH2-CH3] 

mouse-lgG2a/human-[VH-CH1,VL-CL]-hu- 
man-lgG1-[hinge]-human-lgG3*-[CH2-CH3] 

mouse-[VH-CH1 , VL-CL]-human-lgG1/rat- 

[VH-CH1,VL-CL]-human-lgG1-[hinge]-human- 

lgG3*-[CH2-CH3] 

mouse-[VH-CH1 , VL-CL]-human-lgG4/rat- 
[VH-CH1,VL-CL]-human-lgG4-[hinge]-human- 
lgG4[N-terminal region of CH2]-human-lgG3* 
[C-terminal region of CH2: > aa position 251]- 
human-lgG3*[CH3] 



rat-lgG2b/mouse-[VH-CH1 , VL-CL] 
lgG1-[hinge-CH2-CH3] 



-human- 



rat-lgG2b/mouse-[VH-CH1,VL-CL]-human- 
lgG2-[hinge-CH2-CH3] 

rat-lgG2b/mouse-[VH-CH1 , VL-CL] -human - 
lgG3-[hinge-CH2-CH3 1 oriental allotype] 

rat-lgG2b/mouse-[VH-CH1,VL-CL]-human- 
lgG4-[hinge-CH2-CH3] 

human-lgG1/human-[VH-CH1,VL-CL]-human- 
lgG1-{hinge]-human-lgG3*-[CH2-CH3] 
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human-IgG 1 /rat-[VH-CH 1 , VL-CL]-human- 
lgG1-[hinge]-human-lgG4[N-terminal region of 
CH2]-human-lgG3*[C-terminal region of CH2 : 
> aa position 251 ]-human-lgG3*[CH3] . so 

human-IgG 1 /mouse-[VH-CH 1 ,VL-CL]-hu- 
man-lgG1 -[hinge]human-lgG4[N-terminal re- 
gion of CH2]-human-lgG3*[C-terminal region 
of CH2 : > aa position 251]-human-lgG3*[CH3] ss 

human-IgG 1/rat-[VH-CH1, VL-CL]-human- 
lgG1-[hinge]-human-lgG2[N-terminal region of 



CH2]-human-lgG3*[C-terminal region of CH2 : 

> aa position 251]-human-lgG3*[CH3] 

human-lgG1/mouse-(VH-CH1,VL-CL]-human- 
lgGl-[hinge]-human-lgG2[N-terminal region of 
CH2]-human-lgG3*[C-terminal region of CH2 : 

> aa position 251]rhuman-lgG3*[CH3] 

hurran-lgG1/rat-[VH-CH1,VL-CL]-human- 
IgG 1 -[hinge]-human-lgG3*-[CH2-CH3] 

human-lgG1/mouse-[VH-CH1,VL-CL]-human- 
lgG1-{hinge]-human-lgG3*-[CH2-CH3] 

human-lgG2/human-[VH-CH1 l VL-CL]-human- 
lgG2fiinge]-human-lgG3*-[CH2-CH3] 

human-lgG4/human-[VH-CH1 l VL-CL]-human- 
lgG4-{hinge]-human-lgG3*-[CH2-CH3] 

human-lgG4/human-[VH-CH1,VL-CL]-human- 
lgG4-[hinge]-human-lgG4[N-terminal region of 
CH2]-human-lgG3*[C-terminal region of CH2 : 

> aa position 251]-human-lgG3*[CH3] 

mouse-lgG2b/rat-[VH-CH 1 , VL-CL]-human- 
lgG1-[hinge]-human-lgG3*-(CH2-CH3] 

mouse-lgG2b/human-[VH-CH1 ,VL-CL]-hu- 
man-lgG1-[hinge]-human-lgG3*-[CH2-CH3] 

mouse-lgG2b/mouse-[VH-CH1,VL-CL]-hu- 
man-lgG1-[hinge]-human-lgG3*-[CH2-CH3] 

mouse-[VH-CH 1 , VL-CL]-human-l gG4/rat- 

[VH-CH1,VL-CL]-human-lgG4-[hinge]-human- 

lgG4-[CH2]-human-lgG3*-[CH3] 

human-lgG1/rat-[VH-CH1 ,VL-CL]-human- 

lgG1-{hinge]-human-lgG4-lCH2]-human- 

lgG3*-fCH3] 

human-lgG1/mouse-[VH-CH1 t VL-CL]-human- 
IgG 1 -[hinge]-human-lgG4-[CH2]-human- 
lgG3 # -[CH3] 

human-lgG4/human-[VH-CH1,VL-CL]-human- 

lgG4-[hinge]-human-lgG4-(CH2]-human- 

lgG3*-[CH3] 

1 0. A method according to one or more of the preceding 
claims, 

characterized in that 

said bispecific antibody is selected from a heterol- 
ogous rat/mouse bispecific antibody. 

11. A method according to one or more of the preceding 
claims, 
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characterized in that 

said tri specific antibody has a T cell binding arm, a 
tumour cell binding arm and a third specificity for 
binding to Fc receptor-positive cells. 

12. A method according to claim 11 , 
characterized in that 

said trispecific antibody is selected to be an anti- 
CD3 X anti-tumour-associated antigen antibody 
and/or anti-CD4 X anti-tumour-associated antigen 
antibody and/or anti-CD5 X anti-tumour-associated 
antigen antibody and/or anti-CD6 X anti-tumour-as- 
sociated antigen antibody and/or anti-CD8 X anti- 
tumour-associated antigen antibody and/or anti- 
CD2 X anti-tumour-associated antigen antibody 
and/or anti-CD28 X anti-tumour-associated antigen 
antibody and/or anti-CD44 X anti-tumour-associat- 
ed antigen antibody. 

1 3. A method according to one or more of the preceding 
claims, 

characterized in that 

in said step c) after incubating the tumour cells with 
intact heterologous bispecific and/or trispecific an- 
tibodies the tumour cells charged with antibodies 
are prepared for reinfusbn (short-term incubation). 

14. A method according to one or more of the claims 1 
to 12, 

characterized in that 

in said step c) the incubation of the tumour cells with 
antibodies is performed together with mononucle- 
ated cells of the peripheral blood (PBMC = periph- 
eral blood mononucleated cells), or mononucleated 
cells are added after incubation of the tumour cells 
with the antibodies and the incubation is continued 
(long-term incubation). 

15. A method according to claim 1 3 or 14, 
characterized in that 

said tumour cells are incubated with the antibodies 
for a period of 10 minutes to 5 hours. 

16. A method according to claim 15, 
characterized in that 

said incubalbn of the tumour ceils with the antibod- 
ies is performed for a period of 15 minutes to 120 
minutes, preferably 15 minutes to 60 minutes. 
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claims, 

charact riz d in that 

said mononucleated peripheral blood cells are add- 
ed in an amount of about 10 8 to 10 10 cells. 

5 

1 9. A method according to one or more of the preceding 
claims, 

characterized in that 

said tumour cells are added in an amount of 10 7 to 
w 1 o 9 cells, preferably about 1 0 8 cells. 

20. A method according to one or more of the preceding 
claims, 

characterized in that 
is said bispecific and/or trispecific antibodies are add- 
ed in an amount of 2 to 100 jag, preferably 5 to 70 
ug, in particular preferred 5 to 50 u,g. 

21 . A method according to one or more of the preceding 
20 claims, 

characterized in that 

said treating of the tumour cells in step b is per- 
formed by irradiation, preferably ^-irradiation, fur- 
ther preferred in a radiation dose of 50 to 1 00 Gy or 
zs by chemical substances, preferably mitomycin C. 

22. A method according to one or more of the preceding 
claims, 

characterized in that 
30 said intact heterologous bispecific and/or trispecific 
antibodies are selected so that they are capable of 
activating the Fc receptor-positive cell whereby the 
expression of cytokins and/or co-stimulatory anti- 
gens is induced or increased. 

35 

23. Use of the tumour cell containing preparation pre- 
pared according to one or more of the preceding 
claims for the preparation of a medicament for the 
prevention and treatment of tumourous diseases. 

40 

24. Use according to claim 23 for the preparation of a 
medicament for inducing an antitumour immunity. 

25. Use of the tumour cell preparations prepared ac- 
45 cording to one or more of the preceding claims for 

the preparation of a medicament for reinfusion into 
the patient or the animals from whom the autolo- 
gous tumour cells have been obtained. 



1 7. A method according to one or more of the claims 1 4 
to 16, 

characterized in that 

said mononucleated peripheral blood cells are in- 
cubated with the tumour cells and the antibodies for 
a period of 1 to 14 days, preferably 3 to 10 days, 
further preferred 6 to 10 days. 

1 8. A method according to one or more of the preceding 



26. A pharmaceutical preparation containing a tumour 
cell preparation obtainable according to a method 
according to one or more of the preceding claims, 
optionally with further adjuvants and/or carriers 
which are common per se. 



so 
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R vendlcatlons 

1. Proc6d6 de fabrication d'une preparation de cellu- 
les tumorales pour ('immunisation d'humains et 
d'animaux, comprenant les 6tapes consistant a : 

a) isoler des cellules tumorales autologues ; 

b) traiter les cellules tumorales afin d'empecher 
leur survie apres reperf usion ; 

c) incuber les cellules tumorales ainsi traitees 
avec des anticorps bispecifiques et/ou trispeci- 
fiques heterologues intacts qui presenters les 
proprietes suivantes : 

a - liaison a une cellule T ; 

P - liaison a au moins un antigene sur une 
cellule tumorale ; 

y- liaison par I'interm6diaire de leur frag- 
ment Fc (dans le cas des anticorps bis- 
pecifiques) ou par I' intermedia ire cfune 
troisieme specificity (dans ie cas des an- 
ticorps trispecifiques) a des cellules po- 
sitives pour le recepteur du Fc. 

2. Precede selon la revendication 1 , caracterise en ce 
que les anticorps sont choisis de telle sorte qu'ils 
sont aptes a se Her a des cellules positives pour le 
recepteur du Fc, qui pr6sentent un recepteur du Fey 
I, II ou III. 

3. Precede seton la revendication 2, caracterise en ce 
que les anticorps sont aptes a se Her a des mono- 
cytes, des macrophages, des cellules dendritiques, 
des cellules tueuses naturelles (cellules NK) et/ou 
des cellules neutrophils activees en tant que cel- 
lules positives pour le recepteur du Fey I. 

4. Precede selon Tune ou plusieurs des revendica- 
tions precedentes, caracterise en ce que les anti- 
corps sont aptes a tnduire des anticorps liant le 
complement reactif s vis-a-vis de tumeurs et induire 
ainsi une reponse immunitaire humorale. 

5. Procede selon Tune ou plusieurs des revendica- 
tions precedentes, caracterise en ce que les anti- 
corps sont choisis de telle sorte qu'ils se fient aux 
cellules T par ('intermediate du CD2, CD3, CD4, 
CDS, CD6. CD8, CD28 et/ou CD44. 

6. Precede selon Tune ou plusieurs des revendica- 
tions precedentes, caracterise en ce que les anti- 
corps sont choisis de telle sorte que, apres leur 
liaison aux cellules positives pour le recepteur du 
Fc, I'expression de CD40, CD80, CD86, ICAM-1 et/ 
ou LFA-3 en tant qu'antigenes costimulants et/ou la 
secretion de cytokines par la cellule positive pour 
le recepteur du Fc est dSclenchee ou augmentee. 



7. Procede selon la revendication 6, caracterise en c 
qu les anticorps sont choisis de telle sorte que la 
secretion d'IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12 en tant 
qu cytokines t/ou de TNF-a est augmented. 

5 

8. Proc6d6 selon Tune ou plusieurs des revendica- 
tions precedentes, caracterise en ce que I'anticorps 
bispecifique est choisi de telle sorte qu'il sort un an- 
ticorps anti-CD3 X anti-AAT (antigfcne associe aux 

10 tumeurs) et/ou un anticorps anti-CD4 X anti-AAT et/ 
ou un anticorps anti-CD5 X anti-AAT et/ou un anti- 
corps anti-CD6 X anti-AAT et/ou un anticorps anti- 
CD8 X anti-AAT et/ou un anticorps anti-CD2 X anti- 
AAT et/ou un anticorps anti-CD28 X anti-AAT et/ou 

is un anticorps anti-CD44 X anti-AAT. 

9. Procede selon Tune ou plusieurs des revendica- 
tions precedentes, caracterise en ce que I'anticorps 
bispecifique est choisi parmi Tune ou plusieurs des 

20 combinaisons d'isotypes suivantes ; 

lgG2b de rat/I gG2a de souris, 

lgG2b de rat/1 gG2b de souris, 

lgG2b de rat/I gG 3 de souris, 
25 lgG2b de rat/I gG1 humaine, 

lgG2b de rat/I gG2 humaine, 

lgG2b de rat/I gG3 humaine [allotype oriental 

G3m(st) = liaison a la proteine A], 

lgG2b de rat/lgG4 humaine, 
30 lgG2b de rat/IgG2c de rat, 

igG2a de souris/lgG3 humaine [allotypes cau- 

casiens G3m(b+g) = pas de liaison a la proteine 

A, ci-apres rep 6 res par *], 

lgG2a de souris/[VH-CH1, VL-CL] de souris- 
35 |gG1 humaine-[segment de liaison]-lgG3* hu- 

maine-[CH2-CH3], 

lgG2a de souris/[VH-CH1, VL-CL] de rat-lgG1 
humainefsegment de liaison]-! gG3* humaine- 
[CH2-CH3], 

40 lgG2a de souris/[VH-CH1 ,VL-CL] humaine-lg- 

Gl humainefsegment de liaison]-! gG3* humai- 
ne-[CH2-CH3], 

[VH-CH1.VL-CL] de souris-lgGI humaine/[VH- 
CH1, VL-CL] de rat-lgGI humaine-[segment de 

45 Haison]-lgG3* humaine-[CH2-CH3], 

[VH-CH1, VL-CL] de souris-lgG4 humaine/[VH- 
CH1 , VL-CL] de rat-lgG4 humainefsegment de 
iiaison]-lgG4 humaine [region N-terminale de 
CH2]-lgG3* humaine [region C-terminale de 

so CH2 : > position d'acide amine 251]-lgG3* hu- 

maine-[CH3], 

lgG2b de rat/[VH-CH1, VL-CL] de souris-lgGI 
humaine [segment de liaison-CH2-CH3], 
lgG2b de rat/[VH-CH1, VL-CL] de souris-lgG2 
55 humaine [segment de liaison-CH2-CH3], 

lgG2b de rat/[VH-CH1, VL-CL] de souris-lgG3 
humainefsegment de liaison-CH2-CH3, alloty- 
pe oriental], 
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lgG2b de rat/[VH-CH1,VL-CL] de souris-lgG4 
humaine[segment de liaison-CH2-CH3], 
lgG1 humaine/[VH-CH1, VL-CL] humaine-lgG1 
humaine[segment de liaison]-lgG3* humaine- 
[CH2-CH3], 

lgG1 humaine/[VH-CH1, VL-CL] de rat-lgG1 
humaine[segment de liaison]-lgG4 humaine 
[region N-terminale de CH2]-lgG3* humaine 
[region C-terminale de CH2 : > position d'acide 
amine 251]-lgG3* humaine-[CH3], 
lgG1 humaine/[VH-CH1, VL-CL] de souris- 
lgG1 humaine[segment de liaison]-lgG4 hu- 
maine [region N-terminale de CH2]-lgG3* hu- 
maine [region C-terminale de CH2 : > position 
d'acide amin6 251]-lgG3* humaine-[CH3], 
lgG1 humaine/[VH-CH1,VL-CL] de rat-lgG1 
humaine[segment de liaison]-lgG2 humaine 
[region N-terminale de CH2]-lgG3* humaine 
[region C-terminale de CH2 : > position d'acide 
amine 251]-lgG3* humaine-[CH3], 
lgG1 humaine/[VH-CH1, VL-CL] de souris- 
lgG1 humaine[segment de liaison]-lgG2 hu- 
maine [region N-terminale de CH2]-lgG3* hu- 
maine [region C-terminale de CH2 : > position 
d'acide amine 251]-lgG3* humaine-[CH3], 
lgG1 hurraine/[VH-CH1, VL-CL] de rat-lgG1 
humainefsegment de liaison]-lgG3* humaine- 
[CH2-CH3], 

lgG1 humaine/[VH-CH1, VL-CL] de souris- 
lgG1 humaine[segment de liaison]-lgG3* hu- 
maine-[CH2-CH3], 

lgG2 hurnaine/[VH-CH1 , VL-CL] humaine-lgG2 
humainefsegment de liaison]-lgG3* humaine- 
[CH2-CH3], 

lgG4 humaine/[VH-CH1 , VL-CL] humaine-lgG4 
humaine[segment de liaison]-! gG 3* humaine- 
[CH2-CH3], 

lgG4 humaine/[VH-CH1 ,VL-CL] humaine-lgG4 
humaine[segment de liaison]-lgG4 humaine 
[region N-terminale de CH2]-lgG3* humaine 
[region C-terminale de CH2 : > position d'acide 
amind 251]-lgG3* humaine-[CH3], 
lgG2b de souris/[VH-CH1 f VL-CL] de rat-lgG1 
humaine[segment de liaison]-lgG3* humaine- 
[CH2-CH3], 

lgG2b de souris/[VH-CH1, VL-CL] humaine- 
lgG1 humaine[segment de liaison]-lgG3* hu- 
maine-[CH2-CH3], 

lgG2b de souris/[VH-CH1 t VL-CL] de souris- 
lgG1 humaine-[segment de liaison]-lgG3* hu- 
maine-[CH2-CH3], 

[VH-CH1 , VL-CL] de souris-lgG4 humaine/[VH- 
CH1 , VL-CL] de rat-lgG4 humaine-fsegment de 
liaison]-lgG4 humaine-[CH2]-lgG3* humaine- 
[CH3], 

lgG1 humaine/[VH-CH1, VL-CL] de rat-lgG1 
humaine[segment de liaison]-lgG4 humaine- 
[CH2]-lgG3* humaine-[CH3], 



lgG1 humaine/[VH-CH1, VL-CL] de souris- 
lgG1 humaine[segment de liaison]-! gG4 hu- 
maine-[CH2]-lgG3* humaine-[CH3], 
lgG4 humaine/[VH-CH1 , VL-CL] humaine-lgG4 
5 humaine[s gment de liaison]-lgG4 humaine- 

[CH2]-lgG3* humaine-[CH3], 

10. ProcSde selon I'une ou plusieurs des revendica- 
tions precedentes, caracteris6 en ce que I'anticorps 

10 bispecifique est choisi parmi un anticorps bispecifi- 
que hSterologue de rat/souris. 

11. Proc6de selon Tune ou plusieurs des revendica- 
tions precedentes, caracterise en ce que I'anticorps 

'5 trispecifique possede un bras de liaison aux cellules 
T, un bras de liaison aux cellules tumorales et une 
troisieme specificite de liaison a des cellules posi- 
tives pour le recepteur du Fc. 

20 12. Procddd selon la revendication 11, caract6rise en 
ce que I'anticorps trispecifique est choisi de telle 
sorte qu'il sort un anticorps anti-CD3 X anti-AAT (an- 
tigene associ6 aux tumeurs) et/ou un anticorps anti- 
CD4 X anti-AAT et/ou un anticorps anti-CD5 X anti- 
cs AAT et/ou un anticorps anti-CD6 X anti-AAT et/ou 
un anticorps anti-CD8 X anti-AAT et/ou un anticorps 
anti-CD2 X anti-AAT et/ou un anticorps anti-CD28 
X anti-AAT et/ou un anticorps anti-CD44 X anti-AAT 

30 13. Proc&Je selon I'une ou plusieurs des revendica- 
tions precedentes, caracterise en ce que, a I'etape 
c), apres incubation des cellules tumorales avec 
des anticorps bispecifiques et/ou trispecifiques he- 
t6rologues intacts, les cellules tumorales chargees 

35 avec les anticorps sont preparees pour la reperfu- 
sion (incubation de courte duree). 

14. Precede selon Tune ou plusieurs des revendica- 
tions 1 a 12, caracterise en ce que, a I'etape c), i'in- 

40 cubation des cellules tumorales avec les anticorps 
se fait ensemble avec des cellules PBMC (periphe- 
ral blood mononucleated cells = cellules mononu- 
cleates du sang p6riph£rique) ou bien les cellules 
mononucleates sont ajoutees apres 1'incubatton 

45 des cellules tumorales avec les anticorps et I'incu- 
bation est poursuivie (incubation de longue duree). 

15. Precede selon la revendication 13 ou la revendica- 
tion 1 4, caracterise en ce que les cellules tumorales 

50 sont incubees avec les anticorps pendant une du- 
ree de 10 minutes a 5 heures. 

16. Proc6d6 selon la revendication 15, caracterise en 
ce que I'incubation des cellules tumorales avec les 

ss anticorps s fait pendant une duree de 1 5 a 1 20 mi- 
nutes, de preference 15 a 60 minutes. 

17. Precede selon I'une ou plusieurs des revendica- 
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tions 14 a 16 precedent s, caracterise n c que 
les cellules mononucleates provenant du sang pe- 
riphdrique sont incubdes ensemble avec I s cellu- 
les tumorales t les anticorps pendant un duree 
de 1 a 14 jours, de preference de 3 a 10 jours et de 
preference encore de 6 a 10 jours. 

18. Procede selon Tune ou plusieurs des revendica- 
tions precedentes, caracterise en ce que les cellu- 
les mononucleaires provenant du sang peripheri- 
que sont ajoutees en une quantite de 10 8 a 10 10 
cellules environ. 

19. Proc6d6 selon Tune ou plusieurs des revendica- 
tions precedentes, caracterise en ce que les cellu- 
les tumorales sont ajoutees en une quantite de 10 7 
a 10 9 cellules, de preference 10 8 cellules environ. 

20. Precede selop I'une ou plusieurs des revendica- 
tions precedentes, caracterise en ce que les anti- 
corps bispeciftques et/ou trisp6cifiques sont ajoutes 
en une quantity de 2 a 100 u,g, de preference de 5 
a 70 u,g, et de facpn particulierement preferee de 5 
a50u.g. 

21. Precede selon I'une ou plusieurs des revendica- 
tions precedentes, caracterise en ce que le traite- 
ment des cellules tumorales a I'etape b) se fait par 
exposition a un rayonnement, de preference un 
rayonnement y, de preference encore a un niveau 
de dose de 50 a 100 Gy, ou bien a I'aide de subs- 
tances chimiques, de preference la mitomycine C. 

22. Procede selon I'une ou plusieurs des revendica- 
tions precedentes, caracterise en ce que les anti- 
corps bispecifiques et/ou trispecifiques heterolo- 
gues intacts sont choisis de telle sorte qu'ils soient 
aptes a activer les cellules positives pour le recep- 
tee du Fc, ce qui a pour effet de declencherou aug- 
menter I'expression de cytokines et/ou d'antigenes 
costimulants. 

23. Utilisation de la preparation de cellules tumorales 
fabriquee par un procede selon Tune ou plusieurs 
des revendications precedentes pour la fabrication 
d'un medicament pour la prevention et le traitement 
de maladies tumorales. 

24. Utilisation selon la revendication 23 pour la fabrica- 
tion d'un medicament destine a induire une immu- 
nite tumorale. 

25. Utilisation de la preparation de cellules tumorales 
fabriquee par un procede selon I'une ou plusieurs 
des revendications precedentes pour la fabrication 
d'un medicament destine a dtre reinjecte au patient, 
ou a I'animal chez lequel les cellules tumorales 
autologues ont ete pr6lev6es. 



26. Preparation pharmaceuttqu contenant la prepara- 
tion de cellules tumorales pouvant etr obtenue par 
un precede selon I'un ou plusieurs des revendica- 
tions precedentes, le cas echeant ensemble avec 
s d'autres add it its et/ou v£hicu1 s en soi usuels. 
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Abb.l: 

Die Rolle von akzessorischen Zellen bei der Tumor-Immuntherapie 
mittels bispezifischer AntikOrper 
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Abbildung 2 
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Abbilduna 3 



Induktion von Zytokinen durch 
intakte bsAk,nicht aber durch 
parentale AK 
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Abbildung A 

Wirksamkeit in vivo 



Uberleben nach Injektlon von 5x1 0e3 B16 
Moltnomxollon und bl*por. AntlkArptrn 
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ABBILPUNC S 
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ABBILDUNC 6 
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